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Résumé
Pour déterminer la cause bactérienne des mortalités massives et saisonnières du
pétoncle géant PÏacopecten magellaniczts enregistrées en Basse Côte-Nord, 50 pétoncles
sains des Îles de la Madeleine, 20 pétoncles sains et 20 pétoncles moribonds de la Basse
Côte-Nord fûrent échantillonnés au niveau des branchies, de la glande digestive, du
muscle et du broyat formé de ces trois organes. Les bactéries récupérées ont été
identifiées par des tests biochimiques, par séquençage d’ARNr 165 et par
chromatographie en phase gazeuse. Suite à la comparaison des médianes avec le test de
Cochran-Mantel-Haenszel des types bactériens retrouvés chez les pétoncles moribonds
de la Basse Côte-Nord (Vibrio. ShewaneÏÏa, PseucÏoaÏteromonas / Pseudomonas /
Alteromonas, Psychrobacter, CoÏweÏlia. bactérie marine, ftavobacteritim et
Pychrornoncts) et ceux retrouvés chez les pétoncles sains de la Basse Côte-Nord
(Vibrio, PseudoctÏteromonas / Psetidomoncts / AÏteromonas, Psychrobctcter. Shewanella,
Flavobacterium, CoÏweÏÏia et bactérie marine), aucune différence statistiquement
significative n’a pu être établie (P> 0,05). L’état du système immunitaire des pétoncles
fût aussi évalué chez 45 pétoncles de la Basse Côte-Nord et 45 pétoncles de la Nouvelle-
Écosse avec les tests de phagocytose de microbilles de latex fluorescentes en
microplaque. Après la comparaison des pourcentages de phagocytose. nous avons pu
établir que de façon générale la phagocytose était plus élevée chez les pétoncles de la
Basse Côte-Nord (P < 0,0001) et que le pourcentage de phagocytose était
significativement moins élevé en septembre qu’en août et en octobre (P <0,0001), mais
qu’il n’y avait pas de différence significative entre les mois d’août et d’octobre (P =
0,11).
Mots-clef: Mortalité massive, pétoncle, PÏacopecten inagelÏctnictis, flore bactérienne,
phagocytose.
Su m mary
To determine the bacterial cause of the mass mortalities of the sea scalÏop
PÏacopecten magetÏanictzs recorded in the Lower North Shore, the guis, digestive gland,
muscle and homogenate were obtained from 50 scaliops from 11es de a Madeleine, and
20 healthy scallops and 20 moribund scallops from Lower North Shore. Identification
of the isolated bacteria was undertaken via biochemical tests. 1 6S RNAr sequencing and
gas chromatography. Following the median comparison with the Cochran-Mantel
Haenszel test of the bacterial types found in the moribund scaÏiops ( Vibrio, $hewanelÏa,
Pseudoalterornonas / Pseudoinonas / Alteromonas. Fsychrobacter, CotweÏlict, marine
bacteria, fiavobc,cterium and Psychromonas) and those found in the healthy scallops
from Lower North Shore (Vibrio, PseudoaÏteromonas / Pseudomoncis / AÏteromonas,
Psychrobctcter, Shewanelici, fÏavobcwterium, Coïwettia and marine bacteria). no
significant statisticai difference was established between fora of healthy and moribund
scallops from the Lower North Shore (P> 0,05). Evaluation of the immune system of
the scaliops was aiso undertaken. Phagocytic activity from 45 scallops from Lower
North Shore and 45 scallops from Nova Scotia was evaluated using fluorescent latex
microbeads in a microplate. Afier comparison of the phagocytosis percentages. it was
estabtished that the phagocytosis was in general significantly higher in saciiops from the
Lower North Shore than in Nova Scotia (P < 0,0001) and significantiy iower in
September than in August and October (P <0,0001). There was no difference between
the months ofAugust and October (P = 0,11).
Keywords Mass mortaiity. scallop, Placopecten inageÏlanicus, bacterial fora,
phagocytosis.
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Introduction
Au cours des dernières décennies, l’aquaculture s’est développée de façon
fulgurante et ce au niveau mondial. Cette industrie représente une activité économique
de plusieurs millions de dollars pour certains pays comme le Canada, le Japon, la Chine,
le Chili et le Pérou. L’aquaculture pourrait devenir une solution intéressante pour
certaines régions côtières où l’on observe un épuisement de certaines espèces déjà
commercialisées et une grande diminution des pêcheries et des populations par la
diversification des espèces exploitées. Pour certaines espèces de mollusque telle que la
moule, l’implantation des exploitations semble bien se dérouler même si certains aspects
restent à être étudiés pour améliorer le rendement. Pour d’autres espèces telle que le
pétoncle géant Placopecten inageÏlanicus, le processus semble plus difficile dans
certaines régions malgré un grand potentiel de développement.
Depuis 1993, des épisodes de mortalités massives et saisonnières du pétoncle
géant P. nzageÏÏanicus sont enregistrés dans la région dc la Basse Côte-Nord de la
province du Québec. Des examens histologiques faits alors n’ont pas permis d’établir la
cause du phénomène. Le groupe de recherche Papatshe Inc. fût créé avec la mission de
déterminer l’étiologie des mortalités. On effectua des tests de provocation des mortalités
à l’aide d’homogénats de tissus de pétoncles moribonds et sains ainsi que des examens
virologiques et histologiques. Le Papatshe Inc. a conclu que les pétoncles de la Basse
Côte-Nord sont plus susceptibles aux stress que ceux des autres régions étudiées et sont
porteurs d’un agent pathogène qui serait d’origine bactérienne. Cet agent infectieux ne
peut être identifié par les méthodes conventionnelles d’histologie et pour déterminer et
caractériser l’agent pathogène, d’autres techniques devraient être employées et
l’identification de la flore bactérienne serait nécessaire.
Plusieurs maladies sont connues pour affecter les mollusques telles que la
nécrose bacillaire et l’abcès bactérien (Bower, 1998; Bower, 2004; Bower, l994a;
Bower, 1994b; Bower, 1994e; Bower, 1997), mais les cas de mortalités qui nous
intéressent ne présentent aucun des symptômes caractéristiques des maladies déjà
répertoriées.
Le but du présent projet est d’identifier l’agent causal d’origine bactérienne des
mortalités massives et saisonnières du pétoncle géant F. inagelÏanictis enregistrées en
Basse Côte-Nord. Les objectifs étaient d’identifier les flores bactériennes de pétoncles
sains et moribonds à l’aide de tests biochimiques, de PCR, de séquençages d’ARNr 16S
et par chromatographie en phase gazeuse pour ensuite les comparer afin de déterminer la
présence d’un agent pathogène. Nous voulions aussi évaluer l’état du système
immunitaire du pétoncle géant de la Basse Côte-Nord en comparant sa capacité à
phagocyter des microbilles de latex fluorescentes via une technique en microplaque à
celle du pétoncle géant de la Nouvelle-Écosse, puisqu’il est de la mêm lignée génétique,
où aucun cas de mortalité massive n’a été rapporté.
Recension de la littérature
Description de l’espèce Ptacopecten magettanicits
(Lamoureux. 1985; MAPAQ, 2005)
Généralités
Placopecten mageÏÏanicus est un mollusque bivalve à coquille calcaire et à
branchies en lamelles couvertes de cils vibratils. qui est aussi connu sous l’appellation
de Pétoncle géant. On retrouve ce mollusque dans le nord ouest de l’Atlantique, de la
côte nord du Saint-Laurent, jusqu’à la Caroline du Nord. Le pétoncle vit sur les fonds et
en eau froide à des températures allant de 5°C à 15°C. 11 ne survivra pas à des
températures supérieures à 21°C. mais il pourra supporter des températures plus froides
(jusqu’à -1°C) durant plusieurs mois. L’élevage du pétoncle est pratiqué depuis
longtemps au Japon, mais ce n’est que récemment que cette teclmique a fait son entrée
au Canada Atlantique. Certains pêcheurs, après avoir observé une diminution de leurs
captures de pétoncles, ont pris l’initiative d’en faire la culture à des fins d’ensemencement
des fonds. Des essais de production de larves en écÏoserie ont été effectués avec succès.
L’élevage du pétoncle est, en de nombreux points, similaire à l’élevage des moules avec
comme exception que les larves de pétoncles sont beaucoup plus fragiles et ne se fixent
que temporairement. On doit donc élever les pétoncles dans des paniers, ce qui
demande beaucoup plus d’équipements et de soins.
Alimentation
Le pétoncle géant est un filtreur, i.e. qu’il filtre l’eau pour se nourrir de plancton
et de certains déchets organiques. Il est aussi un suspensivore et un microphage car il se
nourrit de petites particules en suspension. En milieu artificiel, comme dans une
écloserie, on devra l’alimenter d’un mélange de plusieurs espèces de phytoplancton.
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Cycle biologique
Comme la moule, le pétoncle est dioïque, i.e. qu’il ne possède qu’un des deux
sexes, il a des glandes génitales de couleur rouge corail s’il est une femelle et crème s’il
est un mâle. De plus, la fertilisation est externe. Au moment de la reproduction. les
pétoncles libèrent leurs produits sexuels dans l’eau et les gamètes mâles et femelles se
rencontrent au hasard des courants. Une femelle pétoncle mature peut relâcher jusqu’à
100 millions d’oeufs, mais seulement une faible proportion de ceux-ci atteindront la
maturité. La reproduction a lieu de l’été à l’automne, stimulée par une baisse de la
température de l’eau. En Gaspésie et aux Îles de la Madeleine, la ponte a lieu de la mi-
août à la mi-septembre. Suite à la fertilisation externe des gamètes, les larves se
déplacent avec les courants pendant 4 à 6 semaines, à la recherche d’un substrat sur
lequel elles se fixent temporairement durant quelques mois jusqu’à un an. Après cette
période, le pétoncle juvénile est capable de nager grâce à des mouvements rapides de sa
coquille. Il ira se déposer sur les fonds et se déplacera à sa guise s’il est dérangé par des
prédateurs.
Croissance
La croissance des pétoncles dépend de la température de l’eau et de l’apport
nutritionnel de l’eau. Une croissance optimale a lieu à une température de l’eau
d’environ 10°C. En général, les pétoncles ont besoin de 4 à 5 ans pour atteindre la taille
commerciale minimale de 95 mm.
Mortalité
Comme la moule, le pétoncle ne peut pas vivre au-delà d’une certaine limite de
tolérance physiologique conditionnée par les facteurs environnementaux tels que la
température de l’eau, la salinité et l’apport en noulTiture. Une température de l’eau
supérieure à une vingtaine de degrés est reconnue pour être létale chez le pétoncle géant.
Les pétoncles peuvent également être victimes de certaines maladies ainsi que des
prédateurs et des parasites.
)
Contamination et intoxication
Comme les autres mollusques, le pétoncle géant accumule très facilement les
toxines produites par certaines algues ou plantes microscopiques qui sont responsables
de l’intoxication paralysante chez les mollusques. Le muscle n’est quant à lui pas
contaminé. Les pétoncles peuvent donc être vendus pour leurs muscles qui, après avoir
été décoquillés, peuvent être consommés sans inquiétude. Par contre, les autres parties
comme le manteau et le corail sont alors toxiques. Si le pétoncle entier et vivant est
destiné à la vente (pétoncle « princesse »), un suivi de la présence des toxines dans l’eau
et chez l’animal est essentiel. De plus, la contamination par des déchets industriels peut
engendrer un stress chez le pétoncle qui diminuerait sa tolérance envers d’autres sources
de stress telles que les infections et ainsi, pourrait augmenter le taux de mortalité (Blaise,
2002).
Système immunitaire des bivalves
(Canesi, 2002)
Les mollusques possèdent une immunité innée constituée de barrières
physicochirniques (coquille, mucus) qui font obstacle aux invasions externes. La
deuxième ligne de défense, l’immunité acquise, implique les composants de
l’hérnolymphe (hémocytes et facteurs solubles) qui sont capables de déclencher une
grande variété de mécanismes de défense (tableau 1).
Tableau I. Composants du système immunitaire des bivalves













La phagocytose est la principale voie d’élimination des bactéries. Elle est
exécutée par des phagocytes professionnels et implique la reconnaissance, l’attachement
et l’internalisation des organismes pathogènes. La phagocytose est essentielle dans le
processus de défense contre les corps étrangers chez les vertébrés et est accomplie par
les leukocytes polyrnorphonucléaire, monocytes et les macrophages tissulaires, alors que
chez les mollusques, celle-ci est exéctitée par les hémocytes. De plus. la variabilité de la
sensibilité des bactéries à être éliminées par l’hémoÏyrnphe chez les différentes espèces
d’invertébrés suggèrent que le rôle des interactions de surface entre les bactéries et les
composants de l’hémolymphe est crucial dans la détermination de la finalité des
microorganismes envahissant les tissus.
Les bivalves possèdent les deux types de mécanismes de défense, soit humoral et
cellulaire, qui sont d’une efficacité remarquable. La partie humorale est formée du
plasma (ou du sérum de l’hémolymphe) qui contient une variété de protéines incluant les
lectines solubles, les enzymes hydrolytiques et les peptides antimicrobiens. Les cellules
circulantes sont habituellement nommées hémocytes. De tous les types d’hérnocytes, ce
sont ceux dits granulés que l’on retrouve en plus grand nombre et les principales
variables les distinguant entre eux sont le nombre et type de granules et le degré
d’activité phagocytaire. Les hérnocytes des bivalves ressemblent aux monocytes et
macrophages des vertébrés au niveau de leur structure et de leur fonction. Il a été
démontré qu’ils produisent des métabolites toxiques tels que des intermédiaires
oxygénés réactifs et de l’oxide nitrique et possèdent plusieurs enzymes lysosomaux. Les
hérnocytes des bivalves sont des cellules mobiles qui possèdent un grand potentiel
d’aggrégation et qui ont démontré, dans certains cas, un chimiotactisme vers des agents
pathogènes ou leurs produits dépendamment de la nature des molécules présentées.
Parce que le chimiotactisme et le chimiokinésisme augmentent les probabilités de
contact physique entre les hémocytes et les envahisseurs, les peptides méthylés
pounaient servir de signal universel pour l’activation des hérnocytes lors d’une infection
bactérienne. Les hémocytes circulants sont clairement la première réponse dans la
défense contre les parasites et les agents pathogènes. L’élimination des microbes résulte
de l’action combinée du processus phagocytaire et des facteurs humoraux de défense tels
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que les agglutinines. les enzymes lysosornales. les intermédiaires oxygénés toxiques et
une variété de peptides antimicrobiens.
L’activité cytotoxique des hémocytes d’invertébrés nécessite un contact
rapproché avec la cellule cible. Ce premier niveau de reconnaissance du non-soi avec
l’élimination du corps étranger est présent chez tous les invertébrés par le processus de
phagocytose. L’adhésion de la bactérie à la membrane du phagocyte ne repose pas
seulement sur les forces physiques (interactions covalentes et hydrophobes), mais peut
également être facilitée par certaines molécules. Le sérum des invertébrés ne possède
pas d’immunoglobulines et doit utiliser d’autres types de molécules dans le processus de
reconnaissance du non-soi nécessaire à l’immunité. Parmi les molécules qui pourraient
remplir ce rôle on retrouve les lectines qui réagissent de façon spécifique avec les
hydrates de carbone des glycoprotéines et des glycolipides et qui induisent
l’agglutination ou l’opsonisation des corps étrangers (Monroy, 1992; Olafsen, 1995;
Renwrantz, 1983). Les lectines sont impliquées dans les interactions cellule à cellule
incluant les adhésions hôte-agent pathogène, les infections virales et l’adhésion
bactérienne. Les lectines des bivalves diffèrent des autres lectines répertoriées au niveau
de leur taille moléculaire ou de leur structure des sous-unités, de letirs propriétés
agglutinantes et / ou de leur liaison spécifique aux sucres. Le rôle des lectines pourrait
ressembler en partie à celui des anticorps dans la reconnaissance du non-soi (Monroy,
1992) en considérant que cela nécessiterait une grande quantité de lectines en
circulation, chacune avec une spécificité différente de liaison à l’hydrate de carbone et
un degré de régulation qui pourrait être supérieur à ce qui est normalement observé chez
les lectines (Olafsen, 1995). Chez les bivalves, les lectines sont impliquées dans la
reconnaissance cellulaire et sont impliquées dans l’opsonisation lors de la phagocytose.
Il existe une grande variabilité entre les isolats d’une même espèce bactérienne et entre
les espèces de bivalves quant au rôle et à l’efficacité des lectines. Certaines lectines se
lieraient à la surface des bactéries et provoqueraient l’agglutination de celles-ci; ainsi, la
phagocytose serait améliorée par l’immobilisation des bactéries envahissantes. Une
autre possibilité serait que les lectines agglutinantes et non-agglutinantes formeraient un
pont moléculaire entre la surface des bactéries et des hémocytes ce qui faciliterait la
phagocytose (opsonisation). Finalement, dans certains cas il a été démontré que les
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lectines n’étaient pas impliquées dans l’agglutination et n’étaient pas nécessaires à
l’association et à la phagocytose.
Après la reconnaissance du non-soi et à son adhésion à la membrane de
l’hémocyte via les forces physiques et les interactions ligand-récepteur, la membrane de
Fhémocyte s’invagine au site de liaison du corps étranger pour permettre Fendocytose
de la bactérie dans le phagosome primaire. Les événements suivants dépendent de
l’activité des granules lysosomales qui se dirigent vers le phagosorne pour fusionner
avec sa membrane et former le phagosome secondaire et y relâcher leur contenu dans la
vacuole. Ceci initie l’élimination intracellulaire et la digestion de la bactérie. Les
facteurs qui influencent la phagocytose sont à ce jour inconnus. Il a été suggéré que la
température pourrait avoir un effet sur celle-ci. In vitro, la phagocytose a été inhibée à
basse température (0-5°C) et à température élevée (37-50°C). tandis que le processus
s’effectue de façon efficace à des températures situées entre 10-37°C en conditions
aérobies et anaérobies (Prieur, 1990). Les températures environnementales et autres
facteurs saisonniers, tels que la salinité, la nutrition et la garnétogenèse, pourraient
influencer l’habilité des hérnocytes à détruire les bactéries.
Les dfférentes méthodes préalablement utilisées pottr récupérer et idenqfier tes
niicroflores des niollusques
Dissection, récupération et isolement
L’étude de la microflore bactérienne des mollusques exige, au départ, des
connaissances sur la façon de récupérer ces bactéries et les conditions de culture sont à
utiliser. Les bactéries marines sont définies comme étant des bactéries provenant de la
mer et qui nécessitent pour croître un milieu contenant de l’eau de mer comme diluant
lors de l’isolement initial (Zo3ell et Upham, 1944). Contrairement à la croyance
populaire, l’addition de 3% de NaCl dans les milieux pour bactéries «terrestres» ne rend
pas ces derniers convenables pour la culture de plusieurs bactéries marines (Baumann et
Baumann. 1992). Celles qui, en plus. sont capables de croître sur milieu à base d’eau
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distillée, sont considérées comme des contaminants terrestres. Or, puisque les
pétoncles qui nous intéressent sont élevés dans un estuaire, nous devons nous attendre à
obtenir autant des bactéries dites terrestres que marines. Plusieurs techniques ont été
utilisées pour la récupération et la culture des bactéries.
Coïweli et Liston (1962) ont récupéré des bactéries à partir d’échantillons
prélevés de mollusques à l’aide de coton-tige stérile et mis dans des tubes vissés
contenant 1-2 mL d’eau de mer vieillie additionnée de 0,5% de peptone. Ensuite, du
liquide provenant des tubes a été strié sur milieux gélosés contenant 0,5% d’extrait de
levure, 0,8% de bouillon nutritif (NB) et de l’eau de mer vieillie et les géloses ont été
incubées cinq jours à 20°C et 25 jours à 0°C. Les colonies sélectionnées ont ensuite été
repiquées dans des tubes de NB faits à partir d’eau de mer vieillie au lieu de l’eau
distillée et repiquées trois fois avant d’effectuer les tests biochimiques.
Brown (1981) a étalé une partie de ses échantillons sur des géloses d’eau de mer
contenant 0,1% de trypticase. 0,1% d’extrait de levure et 1.0% d’agar dilués dans un
volume constitué de 80% d’eau de mer vieillie et filtrée et 20% d’eau distillée. La partie
restante des échantillons a été gardée durant la nuit dans des tubes vissés et ensuite
étalée sur des géloses d’eau de mer. Toutes les géloses furent incubées pendant deux
semaines à 26°C. Par la suite, des tubes de bouillons d’eau de mer furent inoculés avec
les colonies sélectionnées, incubés durant la nuit à 26°C et étalés sur des géloses pour
vérification de la pureté.
Jeanthon et aÏ. (1988) ont étudié la composition de la flore de l’eau de mer, qui
peut être comparable à celle des mollusques étant donné que ceux-ci se nourrissent par
filtration. Ils ont d’abord dilué leurs échantillons d’eau de mer dans de l’eau de mer
stérile pour ensuite les étaler sur milieu gélosé 2216E (Marine agar) incubé durant six
jours à 18°C et gélose Thiosulfate-Citrate-Bile-Sels-Sucrose (TCBS), connu aussi sous
l’appellation de Vibrio Selective Agar, durant sept jours à 18°C.
Dans le manuel «Methods for the microbioÏogicaÏ exciminalion of fish ami
sheÏifish». Sakata (1989) y décrit sa technique d’échantillonnage des bactéries marines à
partir des poissons, mais qui peut tout autant s’appliquer aux mollusques. En bref, la
surface du corps, les branchies et les nageoires sont échantillonnées directement à l’aide
d’un coton-tige, d’un manche de Koch ou d’une spatule, ou par excision avec scalpel ou
‘o
ciseaux. Avant que le tractus alimentaire ne soit enlevé, la surface du corps est
essuyée avec un coton-tige stérile ou trempé dans une solution alcoolisée. finalement,
l’abdomen (ou coquille) est ouvert par dissection aseptique pour prélever le tractus
alimentaire et son contenu est par la suite homogénéisé. Des séries de dilution sont
étalées sur pétri (Marine agar, SWA ou Simidu’s Medium B) et incubées à 20-25°C
durant 3-10 jours. De plus. Sakata cite certains milieux sélectifs pour l’isolement des
Vibrio spp. tel que TCBS, BTB-teepol et Yibrio agar. Pour l’isolement de bactéries
anaérobies de source marine, les milieux sang EG et les agars PY-G et MAGPC
additionnés de 1,5% NaCl (p/v) sont recommandés.
Ringo et Strom (1994) ont disséqué les spécimens, ouvert les organes pour les
rincer trois fois avec de la saline 0.9% pour enlever les bactéries non adhérentes aux
parois avant l’homogénéisation dans des sacs stériles. Ensuite, ils ont dilué les
homogénats avec la saline 0,9% stérile et des volumes de 0,1 mL de dilutions
appropriées ont été étalés sur des pétris de TSAg (TSA 40g/L et glucose 5 g/L) et
incubés à 12°C jusqu’à quatre semaines. Après énumération, les colonies sélectionnées
ont été repiquées sur TSAg et après confirmation de la pureté, les bactéries ont ensuite
été cultivées dans le milieu TSBg (TSB 40g/L et glucose 5g/L).
Dans leur expérience avec les mollusques, Hariharan et aÏ. (1995) ont,
premièrement, récupéré leurs spécimens en brossant d’abord les coquilles sous l’eau du
robinet et ensuite dans l’eau stérile. Les manteaux et les glandes digestives ont été
collectés de façon aseptique, rincés avec de l’eau stérile, dilués I : 1 (p/v) avec de la
saline (0,85% NaC1) et mélangés séparément dans un Stomacher durant 2 minutes. Pour
la culture des bactéries aérobies, les suspensions tissulaires ont été étalées sur gélose
sang, gélose sang + 2% NaC1, TSA, ISA + 2% NaCl, MacConkey agar et TCBS agar et
incubés à 20 et 37°C. Pour les bactéries anaérobies, les spécimens ont été étalés sur
gélose sang pré-réduite et gélose sang + 2% NaC1 et incubés dans une chambre ou jarres
anaérobies à 20 et 37°C.
Liltved et ctÏ. (1995) ont récupéré les bactéries à partir de saumons de
l’Atlantique infectés et mis dans un milieu Hitra Broth pour Vibrio saïrnonicida et
bouillon nutritif NB) pour les autres bactéries. Pour le dénombrement des bactéries
viables, V saïmonicida a été étalé sur gélose sang additionnée de I ,5% NaCI et incubée
II
à 15°C jusquà cinq jours. Pour le dénombrement des autres bactéries, le milieu Heat
Infusion Agar additionné de 1,5% NaC1 a été utilisé et incubé à 20°C jusqu’à cinq jours.
Durnontet et aÏ. (2000) ont d’abord inoculé 90 mL d’eau peptonée + 1% NaC1
(p/v) ajustée à pH 8,6 avec environ 10 g de sédiment et incubé le tout dctrant 24h à 3 7°C.
Par la suite, les cultures ont été striées sur Glutamate Starch Phenol Red (GSP) agar et
TCBS agar et incubées pour un autre 24h à 3 7°C.
Dans son expérience. Torkildsen et al. (2000) ont préalablement lavé les
spécimens trois fois dans 2,5% «eau de mer stérile pour poursuivre avec
Fhomogénéisation dans 10 mL 2,5% d’eau de mer stérile. Finalement, des séries de
dilution à base de 2,5% d’eau de mer stérile ont été étalées sur gélose Marine Agar 2216,
ICBS et TSA et incubées durant trois jours à 18°C.
Otta et aÏ. (2001) ont étalé en duplicata des séries de dilutions d’échantillons
d’eau sur TSA additionnée de 1% NaC1 et incubée à 29°C durant 24h pour le
dénombrement total.
Pour la détection des Vibrionaceae, Croci et al. (2001) ont d’abord brossé et lavé
les spécimens dans de l’eau contenant 5% de Cl2 actif et rincé avec de l’eau distillée
stérile. Ensuite, les corps et eau de l’intervalve ont été retirés de façon aseptique,
collectés dans un gobelet stérile avec un volume égal de saline 3% stérile, homogénéisés
à l’aide d’un Sterilmixer 11 000 révolutions / minute durant 20 sec. et dilués dans les
diluants utilisés précédemment. Des dilutions d’homogénats (0,lrnL) ont ensuite été
striés sur gélose TCBS contenant 3% NaCl pour la culture des bactéries.
Waechter et aÏ. (2002) ont obtenu les souches bactériennes à partir de broyats de
chair des spécimens dilués dans de l’eau de mer stérile et étalés sur deux types de
milieux: milieux Zobeli, qui permet d’isoler la flore hétérotrophe totale, et le milieu
TCBS, sélectif pour la flore Vibrionaceae.
Whitman (2004) dans son livre intitulé «finflsh and Shellfish BacterioÏogy
Manuai: techniques ctndprocedures» y décrit la dissection du pétoncle. En résumé, le
muscle adducteur doit être coupé en prenant soin de ne pas toucher aux autres organes.
Pour ce qui est de la récupération des bactéries, elle suggère deux techniques selon que
le but est de récupérer les bactéries «organes individuels ou de l’ensemble des organes
(broyat). Pour les organes individuels, une portion de l’organe est coupée et servira à
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ensemencer un Pétri d’un milieu de culture approprié qui sera incubé à la température
ambiante. Pour ce qui est de récupérer les bactéries à partir de l’ensemble des organes,
tous les tissus mous sont retirés et placés dans un sac de plastique stérile comprenant 90
mL de saline 0,85%. On homogénéise le tout, on retire un inoculum à l’aide d’un
écouvillon stérile et un Pétri d’un milieu de culture approprié est ensemencé et incubé à
la température ambiante.
Selon Buller (2004), pour les spécimens «eau douce, les milieux gélose sang
(BA) et MacConkey Agar (MAC) sont à utiliser. Le milieu Tryptone Soya Agar (TSA)
pourrait aussi être utilisé et l’addition de sang dans ce milieu pourrait améliorer
l’isolement de certains organismes. Pour les spécimens marins, des milieux contenant
des ions sodium sont prescrits tels BA et MAC. Le milieu Marine Sait Agar (MSA-B),
qui est préparé à partir de TSA avec 5% de sang de cheval et 2% NaC1, ainsi que le
milieu Marine 2216. basé sur la formule originale de Zobell (1941). sont des milieux
appropriés pour la croissance des bactéries provenant «organismes marins. Pour ce qui
est de l’incubation, pour la majorité des spécimens la température optimale se situe entre
20-25°C et la durée est de 2-5 jours. Pour ce qui est des organismes vivants en eaux
froides, elfe est de 15-22°C pour une période de 3-5 jours et pour les spécimens des eaux
tropicales. la température optimale est de 25°C et la durée est aussi de 2-5 jours.
Évaluation des milieux pour la croissance anaérobie
Hanson et Martin (1976) ont évalué différents milieux pour la culture de
bactéries anaérobies soient AnO2BA (brain heart infusion broth, 2,5% agar et 5% sang
de mouton enrichi de 0,5 tg/mL de vitamine K, 5 ig/mL d’hérnine, 0,5% extrait de
levure et 0,3 mg/mL chlorydrate de cystéine), CMBA (commercial blood agar plate)
trypticase soy avec 6% de sang de mouton et 1,5% agar, TSA avec 5% sang de mouton
et 1,5% agar, et BHI avec 5% sang de mouton et 1,5% agar. Ils ont conclu qu’il était
mieux d’utiliser un milieu frais d’AnO2BA enrichi suivi de BHI et TSA que le milieu
commercial et ce même après 12 jours de fabrication. De plus, il est préférable de
conserver les géloses à 4°C qu’à température pièce dans une jarre anaérobie.
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Muiray (197$) a aussi comparé différents milieux pour la croissance des
bactéries anaérobies. Le milieu gélosé de sang qu’il a utilisé de façon routinière tout au
long de l’expérience était le ISA enrichi de 5% sang de mouton défibriné, d’hémine (0,5
tg/rnL), de vitamine K1 (0,5 tg/rnL), de chlorydrate de cystéine (0,5 tg/mL), et de
chlorure de paladium (0,33 mg/mL). Les milieux comparés étaient t brain heart infusion
agar (BRIA), Brucella agar (BA), Columbia agar (CA), Schaedler agar (SA), et ISA.
Tous les milieux étaient emichis de 5% sang de mouton, hémine (0,5 tg/rnL) et
vitamine K1 (0,5 ig/mL). Les conclusions de l’étude furent que l’utilisation d’agents
réducteurs dans les milieux est inefficace pour améliorer la croissance de plusieurs
isolats et même qu’ils pouvaient dans certains cas être inhibiteurs. De plus, si le type de
milieux est bien choisi, la supplérnentation et la réduction semblent inutiles et
indésirables.
Mangels et Douglas (1989) ont comparé quatre milieux commerciaux de
Brucella agar de composition identique utilisés pour la croissance des bactéries aérobies
(brucella agar base, 5% sang de mouton défibriné, hémine et vitamine K) mais de
compagnies différentes soient t Anaerobe Systems, BBL, Remel and Scott Laboratories.
Anaerobe Systems prépare ses milieux de façon anaérobie et les emballe dans du papier
d’aluminium tandis que BBL et Remel and Scott Laboratories les préparent et emballent
leur milieu de façon aérobie dans des emballages de cellophane. Ils en ont conclu que la
manière de préparation et d’emballage d’Anaerobe Systems permettait une récupération
plus efficace des anaérobes que la préparation et emballage de façon aérobie puisque les
milieux sont exposés de façon moins prolongée à Foxygène et que l’emballage
d’aluminium réduisait la détérioration des milieux.
Pour ce qui est de la croissance des bactéries marines en anaérobies, le milieu
gélosé Marine Agar 2216 a été utilisé de façon efficace à plusieurs reprises (Tanaka,
2003;
lests bactériologiques pour l’identification de la microflore
Pour l’identification au genre des bâtonnets à Gram négatif mobiles et non
mobiles. Oliver (1982) a utilisé le schéma inclus en annexe 1 et 2.
Pour l’identification rapide au genre des Vibrionaceae, CoiweIl (1984) a utilisé
le schéma inclus en annexe 3.
Dans son expérience, l’équipe de Jeanthon (198$) a utilisé, pour l’identification
de ses souches, le système API 2DB qui procure 22 tests biochimiques. De plus. les
souches ont été étudiées au niveau de leurs morphologie, mobilité, coloration de Gram,
présence d’endospores et du métabolisme du glucose.
Pour l’identification rapide au genre des bactéries aquatiques à Gram négatif,
Sakata (1989) a utilisé le schéma inclus en annexe 4.
En se basant sur quelques revues de littérature et études taxonomiques, Alsina et
Blanch (1994) ont permis d’établir quels étaient les tests biochimiques les plus
discriminants et faciles à utiliser pour l’identification des Vibrio environnementaux.
Ceux-ci sont: arginine dihydrolase (ADH) (Moeller), lysine décarboxylase (LDC)
(Moeller). ornithine décarboxylase (ODC) (Moefler). tolérance à 0, 6, 8 et 10% de NaCl,
croissance à 4, 20, 30, 35 et 40°C, hydrolyse de l’esculine, amygdaline, citrate,
gélatinase, indole, luminescence, nitrate, ONPG, oxydase, «swarrning», uréase, Voges
Proskauer, décomposition de la xanthine, a-cétoglutarate, D-glucosamine, D-glucose, L
arabinose, lactose, mélobiose, production d’acide à partir de l’arabinose, de l’arbutine,
de l’inositol. du mannitol, de la salicine, du sorbitol et du sucrose, résistance à
l’ampicilline l01g et à L’agent vibriostatique 0/129 l0ig et l50tg. De plus, ils
établirent une clef d’identification se basant sur les résultats des tests ADH, LDC et
ODC (annexe 5 - 9). Il est important de souligner que si des ensembles de tests tels que
les systèmes API sont utilisés, ces derniers nécessitent un inoculum très concentré pour
donner des résultats clairs aux tests de citrate et certaines acidifications des sucres.
Selon Alsina et Blanch (1994), il serait souhaitable d’incuber les échantillons à 20-21°C
et d’effectuer deux lectures des résultats à 24 et 48 heures avec les réactifs pour éviter
les cas de faux-négatifs. De plus, l’utilisation d’un milieu d’inoculurn de concentration
de 2% de sels marins, pour remplacer la saline 0,85% recommandée par le
manufacturier, permet d’obtenir de meilleurs résultats avec le système API®
(MacDonell, 1982).
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Dans letir expérience, Hariharan et aÏ. (1995) ont d’abord divisé les isolats
aérobies selon leur résultat à la coloration de Gram. Par la suite, pour identifier les
différentes bactéries à Gram négatif à l’espèce, ils ont utilisé différents tests qui sont:
oxydase, sensibilité à l’agent vibriostatique 0/129, croissance sur TCBS, fermentation
du glucose, du lactose, de la salicine, de Finositol, du mannitol, du maltose, de
l’arabinose, du sucrose et du tréhalose, réduction du nitrate, utilisation du citrate, uréase,
production d’indole, catalase et réaction sur Triple Sugar Iron (TSI). Pour la
classification des Vibrio. les tests de tolérance au sel et de production d’ADI-T, d’ODC et
de LDC furent aussi utilisés.
Dumontet et al. (2000) ont d’abord identifié à Fespèce leurs inconnus qui
formaient des colonies jaunes entourées d’une zone jaune sur milieu Glutamate Starch
Phenol Red (G$P) et des colonies jaunes ou bleues sur TCBS. Ils ont conservé les
souches qui s’avérèrent être des Vibrio et Acromonas suite aux tests de Gram (bâtonnet,
négatif), de mobilité (positif). d’oxydase (positif) et confirmé par le système API 20E en
utilisant une solution stérile de saline physiologique comme milieu d’inoculation. Les
souches classées comme Aeromonas ont été identifiées de façon supplémentaire par les
tests d’hydrolyse de l’esculine, de fermentation de la salicine, de production de gaz à
partir du glucose et de résistance à l’agent vibriostatique 0129 (10 et 150 jig).
Dans l’identification de leurs isolats, Torkildsen (2000) a utilisé les tests de
coloration de Gram, de résistance au disque 0/129 150 tg et ceux inclus dans
l’ensemble API 20E , modifié par l’incorporation de NaCI, soit : f3-galactosidase,
arginine dihydrolase (ADH), ornithine décarboxylase (ODC), lysine décarboxylase
(LDC), citrate de Simmons, production de H2S, uréase (Ferguson), tryptophane
déaminase, indoÏe. acétoine. protéolyse de la gélatine, glucose (oxydation et
fermentation), acidification du mannitol, de l’inositol, du sorbitol, du rhamnose, du
saccharose, du mélibiose. de l’amygdaline et L(+)arabinose, oxydase, production de
nitrites, production d’azote, catalase et production de gaz à partir du glucose. De plus,
certaines souches ont été testées pour la tolérance à différentes concentrations de sels et
la présence de flagelle.
Croci (2001) a utilisé les tests d’oxydation et fermentation du glucose,
d’utilisation du citrate, de production d’indole, de réduction du nitrate et l’API 2ONE
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avec 3% de NaCI ajouté pour identifier les souches vertes et jaunes isolées
préalablement sur milieu TCBS.
Otta et al. (2001) ont utilisé les schémas d’identification de Bain et Shewan
(196$), de LeChevalier et aÏ. (1980) (annexe 10-11) et les tableaux de Fariner III et
Hickrnan-Brenner (1992) pour identifier les bactéries des genre Vibrio et
Photobacterium.
Dans sa caractérisation de bactéries pathogènes de naissain d’huître creuse
Crassostrea gigcis. l’équipe de Waechter et cii. (2002) a utilisé les 35 tests suivants pour
l’identification à l’espèce des souches recueillies coloration de Gram, mobilité,
présence de flagelle, luminescence, oxydase, gélatinase, uréase, MEVAG, V.F., citrate
de Simmons, Kligler-Hajna. acidification de l’arabinose, du mannitol et du saccharose,
ADH, LDC, ODC. indole. Voges-Proskauer, nitrate, ONPG, croissances à 0, 6, $ et 10%
NaCL croissance à 4, 20, 35 et 40°C, croissance a-cétoglutarate, D-glucosarnine et L
arabinose. De plus, les milieux et réactifs, à l’exception de ceux testant la tolérance à la
salinité, ont été supplémentés avec 2% de NaC1 ou d’eati de mer artificielle pour l’étude
des souches dites marines.
Autres outils de diagnostic
Chrornatographie en phase gaze ztse
La chrornatographie en phase gazeuse consiste en un fractionnement d’un
échantillon vaporisé basé sur la séparation entre une phase mobile gazeuse et une phase
stationnaire retenue dans une colonne. Deux types existent, soit une chromatographie
gaz-solide, où la phase fixe est un solide, soit une chrornatographie gaz-liquide, où la
phase stationnaire est un liquide non-volatile soutenu sur une matrice solide inerte
(CiSMeF, 2005).
L’analyse des composants se fait par référence aux caractéristiques d’un
échantillon connu et en utilisant un gaz comme porteur. L’échantillon à analyser est
transporté par un gaz inerte (phase mobile) à travers une colonne contenant un matériau
adsorbant revêtu d’un liquide non volatil ou d’un solide (phase stationnaire). Les
molécules de l’échantillon sont poussées par la phase mobile, mais présentent aussi
une affinité plus ou moins grande avec la phase stationnaire ; cette affinité provoque une
séparation des différentes molécules du gaz. La détection des composants sortant les
uns à la suite des autres se fait par un détecteur non spécifique (catharornètre, détecteur à
ionisation de flamme ou photomètre de flamme). ou encore un détecteur spécifique
(détecteur thermoionique, par capture d’électrons ou spectrornètre de masse). Une courbe
est enregistrée pour laquelle les pics sont corrélés avec les pics d’une courbe enregistrée
pour un mélange-test connu (Office québécois de la langue française, 1990; Lafont. R.
2005).
Caractéristiques intéressantes de la chrornatographie en phase gazeuse:
- permet une grande adaptabilité par un grand choix de phases statiomaires, de
températures et de débit de phase mobile (azote, argon, hélium, hydrogène)
- penriet l’emploi de méthodes physiques de détection très sensibles (de Fordre
du picogramme)
- offre des possibilités d’automatisation assurant l’analyse d’un grand nombre
d’échantillons (Lafont. R. 2005)
Depuis plus de 40 ans, la chromatographie en phase gazeuse est utilisée pour la
détection et l’identification de souches bactériennes et la caractérisation de leurs
Figure 1. Différentes parties de la chrornatographie en phase gazeuse
(Lalhnt. R. 2005)
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métabolites (Henis. 1966: Mitruka et Alexander, 1968; Laverrnicocca, 2000). Celles-
ci se basent sur la présence et la composition de la cellule ou des métabolites produites
par la ou les souche(s) à analyser. Elle permet aussi de diagnostiquer certaines maladies
rapidement telles que les infections à bactéries anaérobes à partir du pus (Gorbach,
1976) ou encore l’halitose (Oho, 2001) et les infections à Neisseria meningitidis (Wood,
2006) par l’analyse des composés volatils retrouvés dans 1’ haleine.
Approche génétique
Alsina et Blanch (1994) ont proposé un ensemble de clés pour l’identification
biochimique des espèces environnementales du genre Vibrio. Cependant, les auteurs ont
remarqué d’importantes divergences dans les résultats de certains tests sur les mêmes
espèces ce qui entraîneraient une augmentation des difficultés de diagnostique régulier
pour les laboratoires. La diversité d’habitats, tant au niveau de l’hôte qu’au niveau
environnemental, causerait une diversité phénotypique résultant d’une adaptation par
flexibilité physiologique. Ceci pourrait aussi résulter en une biodiversité dans les
génotypes. Ainsi, il est très difficile d’établir un protocole de diagnostic basé seulement
sur les tests biochimiques qui permettrait avec certittide d’identifier les inconnus. Une
approche moléculaire serait donc plus appropriée. Cette dernière inclut le typage de
l’ADN tel que ceux ciblant le génome complet (AfLP, RAPD, Rep-PCR, PFGE), un
groupe de gènes (ribotypage de l’opéron de l’ARNr (rrn)), des gènes individuels
(amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) de l’ADNr 16S, gyrB, rpoD) et les
espaceurs (spacers) des régions intergènes 16S-23S (Paillard, 2004). Plusieurs études
utilisent l’approche génétique dans leurs analyses. Huys et cd. (1996) ont utilisé
l’empreinte génétique AFLP (AfLP fingerprinting) qui se base sur la comparaison de
régions très variables de l’ADN pour distingue;’ les espèces d”Aeromonas. L’équipe de
Kita-Tsukamoto (1993) a utilisé le séquençage ARNr 16S pour déterminer les relations
phylogénétiques entre les bactéries marines. Yez (2003) a comparé les séquences du
gène gyrB, qui encode pour la sous-unité B de l’ADN gyrase, pour faire la phylogénie
des espèces connues du genre Aeromonas et il a remarqué qu’en plus d’être en
accordance avec les résultats des séquençages d’ARNr 16S, l’utilisation du gène gyrB
permettait une plus grande distinction entre les espèces.
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liicroflore des inollttsqttes
Puisque le pétoncle géant est un animal qui se nourrit par filtration de l’eau, sa
flore peut être constituée autant de bactéries provenant de l’eau de mer, des sédiments et
du continent que de bactéries qui habitent vraiment le système digestif du mollusque.
Sakata (1989) dans son texte sur la microflore des animaux sains souligne que
plusieurs mollusques se nourrissant par filtration et vivants sur les fonds marins ont plus
de chance «être contaminés par des bactéries qui proviendraient du continent, par les
eaux usées et les activités économiques par exernple,et qui saccumuleraient dans les
sédiments. De plus, il a été rapporté que la composition générale de la microflore
normale du tractus digestif des mollusques marins contenait Vibrio et Pseudomoncis
comme genres dominants. Finalement, il a été découvert que les taxons dominants des
huîtres cultivées dans des régions polluées étaient LactobaciÏÏits spp. et Aeromonas
hydrophila, tandis que Vibrio et Pseudomonas étaient les genres dominants dans les
régions peu ou non polluées.
Hariharan et aï. (1995) rapporte que 76% des bactéries récupérées des huftres et
moules étaient aérobies et 24% anaérobies. De plus, 68% des bactéries aérobies étaient
à Gram négatif et étaient, par ordre de fréquence, des Vibrio, Aeromoncis, Pseudomonas
/ ShewaneÏla, Enterobacteriaceae, Staphytococcus spp., Bacillits spp. et Streptococcus
spp. Pour ce qui est des bactéries anaérobies, 72% étaient à Gram positif et
comprenaient, par ordre d’importance, Clostridium perfringens. Ctostriditim difficile,
Clostridium sporogenes. Bactero ides buccae. Fiisobacterium mortfermn et Clostridium
b(fèrmentans.
Dumontet et aÏ. (2000) ont analysé les sédiments et les eaux des côtes de l’italie
du Sud et ont découvert que les genres Aeromonas et Vibrio étaient majoritaires autant
dans les zones lourdement contaminées par les coliformes fécaux que celles qui l’étaient
peu ou pas. De plus, Aeromonas hydrophilci et Aeromonas caviae ont été les espèces les
plus isolées durant l’étude.
QUa et al. (2001) ont déterminé la flore de l’eau de mer non traitée et conclurent
que Vibrio était le genre principal suivi de Pseudomoncis et Bcicillus. Pour le reste de la
flore, elle était composée de MoraxeÏÏct, Acinetobacter et Aeromonas. Ils ont aussi
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déterminé la flore des aquariums où sont cultivées les larves de crevette Penaetis
monodon Fabricius et la flore de ces dernières. Leurs compositions étaient aussi
majoritairement faites de Vibrio mais en plus grande proportion et les espèces
principales étaient Vibrio alginolyticus suivi de I7ibrio hai’veyi.
Dans son étude sur la détection des Vibrionaceae dans les moules, l’équipe de
Croci (2001) a isolé, par ordre «importance, les genres Vibrio. Aeromonas.
Pseudomonas, ficivobacteritiin, PastettreÏlct / Ochrobactrttm et Agrobacteritun. De plus,
Vibrio aÏginoÏytictts suivi d’Aeromonas saïmonicida et d’Aerornonas hydrophila / caviae
sont les espèces les plus fréquemment retrouvées dans cette expérience.
Waechter et aÏ. (2002) ont isolé trois genres principaux à partir d’un naissain
moribond d’huîtres creuses Crcissostrea gigas : (1) souches apparentées au groupe
Cytophaga / fÏavohacterium, (2) souches apparentées au groupe Agrobacterium et (3)
souches appartenant aux Vibrio.




Les espèces du genre Acinetobacter sont constituées de bactéries à Gram négatif
(pouvant cependant résister à la décoloration), non sporulées, plusieurs possèdent une
capsule, immobiles (mais pouvant présenter une mobilité par saccade résultant de la
présence de fimbriae polaires), aérobies strictes, à métabolisme respiratoire strict,
catalase positive et oxydase négative. En phase exponentielle de croissance, les
Acinetobacter sp. se présentent sous la forme de courts bâtonnets souvent en paires ou
parfois en chaînes de longueur variable. En phase stationnaire, les bactéries peuvent
prendre une forme plus sphérique ou filamenteuse. Les Acinetobacter sont négatifs pour
les tests de réduction des nitrates sur milieu complexe, LDC, ODC, ADH, production de
H2S, indole, bêta-galactosidase et DNase. La majorité des espèces pousseront à 33°C,
mais les isolats environnementaux préféreront une température se situant entre 20 et
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30°C. Sur une gélose trypticase soja incubée à 30°C, les colonies sont convexes,
circulaires, lisses, translucides ou légèrement opaques, muqueuses pour les souches
capsulées et non pigmentées. Quelques souches de Acinetobacter espèce génomique 3
ont une odeur fruitée. Les Acinetobacter sont considérés comme des bactéries
ubiquistes ayant pour principal habitat le sol, les eaux, les végétaux, la peau saine de
l’homme et des animaux (Towner. 2001; Euzéby, 2003; Juni, 1984).
Le genre Aeromonas
Ce genre fait partie de la famille Aeromonadaceae. Le genre se divise en deux
groupes, basés sur la température optimale de croissance et la mobilité, soient: 1) les
espèces psychrophiles et immobiles causant des maladies chez les poissons et connues
sous le terme des Aeroînoncts sctÏmonicida (éventuellement avec ses 5 sous-espèces
saïmonicida, achromogenes, masoucidct, pectinoÏytica et smithia) et 2) les espèces
mésophiles et mobiles causant des infections chez Fhurnain et contenant, anciennement.
trois espèces : A. hydrophila, A. cciviae et A. sobria (Popoff 1984; Ausfin et aÏ., 1989;
Krocavek, 1996), mais maintenant ce nombre a de beaucoup augmenté et serait de 26
espèces et sous-espèces (Euzéby, 2003; Janda et Abbott, 1998). Plus récemment,
l’utilisation des techniques de réassociation ADN-ADN permit d’établir 14 groupes
d’hybridation dont HG1 et HG3 qui contiennent les souches types d’A. hydropÏiiÏa et A.
salmonicida entre autres (Huys et ai., 1996). Les Aerornonas sont des bâtonnets non
sporulants, à Gram négatif, droits à extrémités rondes jusqu’à coccoïdes et se présentant
seul, en paire ou en courte chaîne. Mobiles en milieu liquide grâce à un flagelle polaire
non engainé (excepté A. saïmonicida qui est non-mobile), ils peuvent former des
flagelles péritriches plus courts lors de la croissance sur milieu solide chez les jeunes
cultures. Ce sont des anaérobies facultatifs capables de métabolisme fermentaire et
respiratoire sur D-glucose. Ils produisent des acides et du gaz lorsqu’ils métabolisent les
hydrates de carbone et réduisent le nitrate au nitrite. Oxydase et catalase positives, la
température optimale de croissance se situe entre 22-28°C. Ils sont chimio
organotrophes et résistent à l’agent vibriostatique 0/129 et à la novobiocine. Lorsque
cultivé sur milieu Nutrient Agar durant 48 heures à 22°C, les colonies d’A. saÏmonicidct
sont rondes, surélevées, entières, translucides, friables et la majorité produisent un
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pigment brun soluble dans l’eau. Sur Nutrient Agar, les colonies d’Aerornonas
mobiles sont rondes, surélevées, entières, lisses, translucides et de couleur blanc à
chamois. L’odeur qu’elles dégagent varie d’extrêmement forte à absente. Tous les
Aeromonas produisent des acides à partir du glucose et du maltose mais pas à partir du
xylose, du dulcitol. d’inositol. d’adonitol. du malonate et du mucate. Tous possèdent
une gélatinase, déoxyribonucléase, ribonucléase et une estérase Tween $0. finalement,
aucun Aeromonas ne produit de H2S. Les tests positifs pour A. salmonicida sont: la
fermentation de l’arabinose, le tréhalose, le galactose, le mannose et la dextrine; de
l’arginine dihydrolase, arginine déaminase. ornithine transcarbamylase. carbamyl
phosphokinase, carbamyl phosphatase et adénosine tri-, di- et monophosphatases. Les
tests négatifs pour A. saïrnonicicici sont : tests de croissance dans le milieu KCN, dans le
milieu Nutrient broth avec 7,5% NaCI, uréase, ornithine décarboxylase, tétrathionate
réductase. acidification du rhanrnose, sorbose, sorbitol, lactose, raffinose et cellobiose.
Les Acromonas mobiles sont positifs pour les tests de : catalase, hydrolyse de l’amidon,
lécithinase, phosphatase, arginine dihydrolase, hydrolyse de l’ONPG, croissance sans
NaCI et la fermentation du maiwitol, tréhalose, fructose, galactose et dextrine; et sont
négatifs pour les tests de : pectinase, ornithine décarboxylase, tryptophane et
phénylalanine déaminase, croissance sur agar cétrimide. croissance dans milieu Nutrient
broth avec 5% NaCI, acidification du sorbose, érythritol et raffinose. Présents dans l’eau
douce et polluée et dans les aliments (principalement les fruits de mer), certains
Aerornonas sont pathogènes pour les poissons, les amphibiens et l’humain (Popoff,
1984; Gibson, 1977; $kerman, 1976: Farmer III, 1992; Krovacek, 1996).
Le geme AgroÏiacteriztm
Le genre Agrobacterium fait parti des Rhizobiaceae tout comme les genres
Rhizobimn, Bradyrhizobimn et FhyÏÏobacteriïim. Il est constitué de bactéries en forme
de bâtonnets seuls, Gram négatif qui peuvent former des agrégats en forme d’étoile ou
de rosette, non sporulant et possédant quelques flagelles péritriches. Aérobies, toutes les
souches catabolisent le glucose de manière oxydative, mais certaines sont capables de
respiration anaérobie en présence de nitrate. Toutes les souches sont oxydase, catalase
et uréase positives et produisent de l’acide à partir d’une large variété d’hydrates de
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carbone et sucre-alcools incluant D-glucose, L-arabinose, D-xylose, D-fructose, L
rhamnose, lactose, maltose, cellobiose, tréhalose, salicine, adonitol et D-mannitol.
Toutes les agrobactéries sont négatives pour la production d’indole et l’hydrolyse de
l’amidon, la chitine, le tween 80 et la gélatine. Leur température optimale de croissance
se situe entre 25-28°C et les colonies sont habituellement convexes, circulaires, lisses,
non-pigmentées à beige clair. La majorité des souches d’Agrobacterium sont des
phytopathogènes et leurs habitats naturels sont sur et autour des racines et pédoncules de
plantes susceptibles. Finalement, toutes les espèces du genre Agrobctcterium ont été
reclassées dans les genres Stappia, Ruegeria, Pseudorhodobacter et la majorité comme
Rhizobittrn (Kerr, 1992; Kersters et De Ley, 1984; Euzéby, 2003; Young. 2001).
Le genre BadllÏus
Ce sont des bâtonnets à Gram positif pléomorphes qui produisent des endospores
et dont la majorité sont mobiles grâce à leurs flagelles péritriches. Ils sont soit aérobies
ou anaérobies facultatifs. catalase positif pour la majorité des espèces. généra’ement
négatifs pour les tests de Voges-Proskauer, de citrate. d’indole, de propionate, de
production de gaz à partir du D-glucose, ne nécessitent pas de NaCI (excepté B.
inegctterittm) et sont oxydase positive ou négative. La morphologie des colonies est très
variable car elle dépend des conditions de culture. De plus. certaines espèces peuvent
produire des pigments noir, jaune. orange/brun ou rouge sous certaines conditions.
finalement, la plupart des espèces sont largement distribuées dans la nature dû à leur
capacité à sporuler, mais le sol est considéré comme l’habitat primaire de la majorité des
espèces. (Claus et Berkeley, 1984)
Le genre Clostridizin,
Bâtonnets à Gram positif formant des endospores ovales ou sphériques qui
déforment habituellement la cellule. La plupart des espèces est catalase négative et
anaérobie obligatoire, mais la tolérance à loxygène varie grandement: certaines espèces
vont croître, mais ne sporuleront pas en présence d’air et à pression atmosphérique.
Pour la majorité des espèces, les conditions optimales de pH et température se situent
proche de la neutralité et entre 30-37°C. Les Clostridium sont ubiquistes, ils sont
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fréquemment retrouvés dans le sol, les eaux usées. les sédiments marins, la végétation
en décomposition. les produits des animaux et des plantes, dans le tractus intestinal de
Fhomme, d’autres vertébrés et insectes, et dans les blessures ou les infections des tissus
mous chez l’humain et les animaux (Cato, 1984).
La famille Enterobacteriaceae
Cette famille est caractérisée par des bactéries en forme de bâtonnet droit à Gram
négatif, mobiles via des flagelles péritriches, excepté le genre TatztmelÏa qui possède des
flagelles polaires, ou non-mobiles. Ils ne forment pas d’endospore ni de microcyste et
ne sont pas alcoolo-acido-résistants. Ils sont anaérobes facultatifs et poussent bien sur le
milieu peptoné, sur extrait de viande et habituellement sur milieu MacConkey. Les
Enterobacteriacecte possèdent un métabolisme respiratoire et fermentaire et sont non
halophiles. Des acides et souvent du gaz sont produits lors de la fermentation du D-
glucose, d’autres hydrates de carbone et d’alcools polyhydroxyliques. Catalase positive
(excepté ShigeÏÏa dysenteriae O groupe 1 et Xenorhabdtts nematophilus), oxydase
négative et nitrate positif sauf pour certaines espèces d’Erwina et de Yersinct. La famille
Enlerobacteriacecie comprend les genres Escherichia. SÏiige]Ïct. Scilinonella. Citrobacter,
KÏebsielÏa, Enterobacter, Eni’inia, Serratia, Hajiiia. Edwarclsiella, Proteus,
Providencia. AlorganeÏÏa, Yersina, Obesumbacterium, Xenorhabchts, Klztvvera,
RahneÏÏa, Cedecect et Tcttumelia. Ils sont distribués mondialement. Ils sont retrouvés
dans le sol, l’eau, les fruits et légumes, les graines, les plantes à fleurs et arbres, et chez
les animaux jusqu’aux humains en passant par les insectes (Brenner, 1984).
Le genre flavobacterium
Anciennement groupé avec les genres Chromobacterium, Pseudomoncis et
$erratia dans la famille Chromobactereae à cause de sa pigmentation jaune, le genre
ficivobacterium fait maintenant partie de la famille des flavobacteriaceae et inclus
l’ancien genre Cytophaga qui s’y rapprochait beaticoup. Ce sont des bâtonnets avec des
côtés parallèles et des extrémités rondes. Ils ne possèdent pas de granules de poiy-B
hydroxybutyrate (PHB) ni ne produisent d’endospore. Bactéries à Gram négatif et non-
mobiles, les «Flavobacterium» peuvent se déplacer par glissement (en fait. ce sont les
25
Cytophaga inclus maintenant dans ce genre qui sont capables de déplacement par
glissement et «swarrning»). Aérobes, ils ne possèdent qu’un métabolisme de type
respiratoire. Les isolats environnementaux sont capables de croître à des températures
se situant entre 5 et 30°C; la plupart des isolats cliniques ont une croissance aussi à 37°C.
La croissance sur milieu solide est typiquement pigmentée (jaune à orange), mais des
souches non pigmentées peuvent aussi être isolées. Les colonies sont translucides
(parfois opaques), circulaires (diamètre de 1-2 mm). convexes ou peu convexes, lisses,
brillantes à bordure entière. Les espèces de ce genre sont catalase, oxydase et
phosphatase positives. Ils métabolisent le glucose, le fructose, le glycérol, le maltose et
le tréhalose. Les fÏavobacterium n’acidifient pas l’adonitol. le dulcitol, Finositol et le
sorbitol. La cellulose, l’agar et autres hydrates de carbone à poids moléculaire élevé ne
sont pas attaqués. La majorité des souches sont protéolytiques, hydrolysant la caséine et
la gélatine. Les flavobacterium sont DNase positive, nitrate négative, majoritairement
MacConkey positive, uréase positive, ONPG positive et généralement hydrolyse de
l’esculine positive. Les tests suivant sont invariablement négatifs pour ce genre:
tolérance au KCN, production de H2S, oxydation du gluconate, utilisation du malonate,
désamination de la phénylalanine, production d’une arginine dihydrolase (ADH) et
dune ornithine et lysine décarboxylase (ODC et LDC). Les souches sont isolées à partir
de l’eau douce et marine, du sot et sédiments, de la nourriture, de plante et de matériels
cliniques. Finalement, les espèces se divisent en sous-groupes, soient les groupes A à D,
selon leurs résultats aux tests de résistance aux antibiotiques, qu’elles possèdent une
pigmentation jaune ou non, quelles produisent de l’indole, qu’elles oxydent les hydrates
de carbone et possèdent une activité protéolytique et finalement, qu’elles survivent de
façon intracellulaire ou libre (<.free-living») (Holmes, 1984; Holmes, 1992; Euzéby,
2003; Gibson, 1977).
Le genre Fusobcicteriuin
Ce sont des bâtonnets non-sporulant à Gram négatif, anaérobes stricts, mobiles et
non-mobiles, non fermentaires ou faiblement fermentaires. Tous les Fztsobacteriurn
produisent une glutamate déshydrogénase et possiblement une désoxyribonucléase. La
majorité des espèces croît sur milieu contenant des peptones et de l’extrait de levure et la
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croissance est habituellement plus rapide à 37°C et à un pH neutre. Finalement, leurs
habitats sont les membranes muqueuses des humains et des animaux, particulièrement la
cavité orale et le tractus gastro-intestinal (se retrouve donc dans les fèces) (Hofstad,
1999; Moore et ai., 1984).
Le genre LactohaciÏÏtts
Ce sont des bâtonnets à Gram positif non-sporulants, catalase négative 1orsquils
poussent en absence de sang, habituellement ils ne réduisent pas le nitrate et sont non-
mobiles. Ce sont des micro-organismes fermentaires et qui nécessitent des conditions
nutritionnelles complexes. Les Lactobacillus ne sont pas considérés comme des agents
pathogènes mais plutôt comme des opportunistes. La présence des LactohaciÏÏtts dans le
sol et l’eau dépend du contenu des substrats ferrnentables. Ainsi, ils sont plus fréquents
dans les sols où les plantes poussent et ils y constituent une partie de la rhizosphère. De
plus, on ne les retrouve pas dans l’eau douce ou de mer mais plutôt dans les eaux usées.
Donc, si on retrouve des Lactobacillus à l’intérieur des pétoncles cela s’explique par le
fait que ces dernières se noulTissent par filtration et que les contaminants terrestres
peuvent aussi être absorbés (Hammes et aÏ., 1992: Kandler et Weiss, 1984).
Le genre Moraxetia
Faisant partie de la famille MoraxeÏÏaceae, le genre est constitué de deux sous-
genres soient Moraxelia et Branharndilci. Les deux sous-genres forment des bactéries à
Gram négatif, aérobies strictes, non-pigmentées, à oxydase et catalase positives, non
fermentaires, non mobiles et incapables de produire des acides à partir des hydrates de
carbone. La réduction des nitrates est généralement positive et la température optimale
de croissance se situe autour de 33-35°C. La principale caractéristique qui distingue les
sous-genres Moraxella et BranhctmeÏÏa est la morphologie cellulaire. Les espèces du
sous-genre Moraxeilci produisent de gros bâtonnets qui sont souvent émoussés et dodus,
apparaissant fréquemment sous une forme coccoïde. En contraste, les espèces
PvlorctxeÏta (BranhameÏÏa) forment des petites coques habituellement en paire avec les
côtés adjacents plats semblable aux Neisseria. Les agents infectieux de ce genre sont
M atlcintae, M bovis, M canis, M caprae, M equi, M Ïacunata, M tincoini, lvi
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nonÏiquefaciens, M osloensis et M phenylpyruvica. Les MoraxeÏla sont des parasites
des muqueuses des humains et autres mammifères et peuvent causer des maladies
respiratoires, des infections des yeux (4’ cause des infections de la cornée), des otites
moyennes, des endophtalrnies, des bactériémies, des arthrites septiques, des pneumonies,
des péricardites purulentes et des méningites. L’infection peut se transmettre par contact
direct ou via des insectes volants. Ainsi. si des espèces du genre MoraxeÏÏct se retrouve
dans l’eau et la microflore des pétoncles géants c’est qu’il y eu contamination terrestre
(Doem. 1992; Bøvre, 1984; Santé Canada, 2001).
Le genre Ochrobactrum
Le genre Ochrobactrum est constitué de bacilles à Gram négatif, aux extrémités
arrondies, non sporulés, mobiles grâce à une ciliature péritriche (la ciliature peut être
dégénérée et réduite à un ou à deux flagelles), strictement aérobies, à métabolisme
respiratoire, oxydase et catalase positives. incapable d’hydrolyser le Tween $0,
Pesculine, la gélatine, l’ADN, l’amidon ou la caséine, indole négatif, oxydant le glucose
et le xylose mais pas le lactose et réduisant le nitrate. La température optimale de
croissance est comprise entre 20 et 37 °C et sur gélose nutritive, les colonies sont non
pigmentées. Les habitats des Ochrobactrun? sont principalement le sol et l’eau, mais
certaines espèces peuvent être retrouvées en milieu hospitalier (Euzéby, 2003; Swings,
1992).
Le genre FctsieureÏÏa
Genre type de la famille Faste twellaceae, les Faste urella sont des petits coques
ou bâtonnets à Gram négatif, non-mobiles, anaérobie facultatif, à métabolisme
fermentaire, catalase et oxydase positives, réduisant les nitrates, fermentant le glucose,
mannose, galactose, saccharose et raffinose en produisant des acides mais généralement
sans gaz. Les Faste urelÏa sont négatifs pour les tests de ONPG, uréase, ornithine
décarboxylase (ODC), lysine décarboxylase (LDC), arginine décarboxylase (ADC),
hydrolyse de l’esculine, croissance sur MacConkey (à l’exception de F. trehalosi et P.
aerogenes). fermentation de cellobiose. dulcitol, salicine, méso-inositol, lactose et
mélibiose, méthyl-red, Voges-Proskauer et gélatinase. Leur température optimal e de
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croissance est 37°C. Les Pasteurella produisent des colonies rondes et grisâtres sur
milieu solide. Puisque P. muÏtocida possède une capsule, cela lui donne un aspect
mucoïde. Les membres de ce genre sont habituellement retrouvés comme organismes
commensals sur les membranes muqueuses du tractus respiratoire supérieur et du tractus
digestif des mammifères et oiseaux en santé. Donc, les PastettreÏla se retrouvent dans
la microflore des pétoncles par contamination fécale (Euzéby. 2003; Lo et Shewen,
1992; Carter, 1984).
Le genre Pseudomonas
Ce genre fait partie de la famille des Pseudomonaceae tout comme les genres
Xanthomonas (le genre le plus proche phénotypiquement des Pseztdomonas), frctteuria
et Zoogloea. Il regroupe des bâtonnets droits ou courbés, qui peuvent être dans certains
cas très courts ou très longs, à Gram négatif, non-sporulants, mobiles grâce à un ou
plusieurs flagelle(s) polaire(s) (excepté P. matÏei) et certaines espèces peuvent aussi
produire des flagelles latéraux plus courts. Ces bactéries sont aérobies strictes avec
métabolisme oxydatif seulement. Dans certains cas. «est le nitrate qui sera l’accepteur
final d’électrons alternatifs permettant la croissance anaérobie. Ils sont catalase positive
et généralement oxydase positive et plusieurs espèces accumulent du poly-B
hydroxybutyrate (PHB) comme réserve de carbone. Ces organismes ne produisent pas
de capsule et la majorité de ces bactéries, sinon toutes, sont incapables de croître en
condition acide (pH 4,5). Ils ne fixent pas l’azote et ne produisent pas de H2S. Ils sont
DNAse positive, ornithine décarboxylase négative et arginine dihydrolase positive. Ils
sont résistants à la pénicilline et ne nécessitent pas de Na pour croître. Ils sont capables
de croître à 4°C et moins et jusqu’à 43°C, et leur température optimale est dc 28°C
(mésophiles). De plus, les Pseudomonas produisent des colonies plates à bordure
étendue d’apparence mucoïde dont certaines espèces sont capables de produire des
pigments solubles (fluorescent et phénazine) et insolubles (caroténoïdes) mais pas de
pigment cellulaire jaune caractéristique aux Xanthomoncts. Largement distribué dans la
nature, plusieurs espèces sont phytopathogènes et certaines sont pathogènes pour les




Cette espèce est la seule d’intérêt en médecine vétérinaire car elle possède une
activité antibactérienne vis-à-vis les Vibrio sp. et un effet probiotique sur la croissance
des mollusques. Décrite pour la première fois en 1998, cette espèce a été isolée de Veau
de mer des élevages de coquilles St-Jacques et de la surface des collecteurs permettant la
fixation des larves. R. gaÏÏaeciensis produit des bâtonnets ovoïdes à Gram négatif,
mobiles grâce à une ciliature polaire. oxydase et catalase positives, sensibles à l’agent
vibriostatique 0/129 (150 [tg), halophiles et à métabolisme oxidatif. Cette espèce
assimile entre autres le cellobiose. le D-fructose, le D-galactose. le D-glucose, le
glycérol, le maltose, le D-marmitol, le D-rnannose. le saccharose, le tréhalose et le D
xylose. Une réponse négative est obtenue pour les tests ADI-1, LDC, ODC, anwlase,
nitrate réductase, DNase, bêta-galactosidase, gélatinase, uréase et hydrolyse du Tween
80. Sur le milieu Marine Agar 2216 (Difco), cette espèce croît à des températures
d’incubation comprises entre 15 et 37°C (optimum 23 à 27°C), pour une concentration
en NaC1 variant de 1,1 à 2 M et pour un pH compris entre 7,0 et 10,0 (optimum : 7,0).
Après 72 à 96 heures d’incubation à 23°C, les colonies sont petites (0.5 mm de
diamètre), lisses, convexes, à contour régulier et légèrement brunâtres. Après 7 jours
d’incubation, les colonies ont tin diamètre de 2 mm, elles sont brunes et présentent un
contour irrégulier (Euzéby, 2003).
Le genre $hewanella
Les espèces du geme Shei’anellct sont constituées de bâtonnets à Gram négatif,
droits ou incurvés, non sporulés, mobiles grâce à un flagelle polaire unique non engainé,
possédant un métabolisme oxydatif seulement (et production d’H2S sur milieu TSI pour
Shewanetta putrefaciens seulement), capables de croître en présence de 3% NaC1.
oxydase et catalase positives (excepté ShewaneÏÏa putrefaciens qui serait catalase
négative), nitrates positifs, indole négative, lysine décarboxylase (LDC), omithine
décarboxylase (ODC) et arginine dihydrolase (ADH) négatives. Les colonies sont
généralement circulaires, à contour régulier, convexes, lisses et d’un diamètre de 1 à 4
mm. ShewaneÏÏct benthica, ShewaneÏÏa hctnedai, ShewcineÏÏa pectÏeanct et Shewanelta
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woodyi donnent des colonies rosâtres après culture sur le milieu Marine Agar.
Shewanella violacea produit un pigment violet et Shewanelta wasksmctnii un pigment
verdâtre ou brunâtre. Finalement, les Shewanella sont principalement associés aux
milieux aquatiques d’eau douce et d’eau de mer (Euzéby, 2003; Farmer III, 1999).
Le genre StaphvÏococcus
Ce genre fait parti de la famille StaphyÏococcaceae, qui inclut aussi les genres
Ganiclia, Macrococcits et SaÏinicocczts. Il forme des coques à Gram positif seuls, en
paires et grappes (dues à la division cellulaire qui se produit sur deux plans), anaérobies
facultatives, à catalase positive, non-mobiles et possédant un métabolisme respiratoire et
fermentaire. La majorité des espèces possède une réaction négative au test rapide et
modifié d’oxydase, croît en présence de 10% de NaCl et à des températures se situant
entre 1 8-40°C. est sensible à la lysostaphine, furazolidone et nitrofttrane, et est résistante
à une faible concentration d’érythromycine et de bacitracine. Même si le genre contient
36 espèces et plusieurs sous-espèces, seules les espèces S. aureits et S. epicÏermidis
(anciennement albits) sont d’intêret médical car S. aureus peut provoquer des infections
de la peau (ex. :furoncules), des pneumonies, des méningites, des infections du tractus
urinaire, des ostéomyélites, des endocardites, des infections nosocomiales, des
empoisonnements alimentaires et le syndrome du choc toxique. S. epidermidis n’est pas
considéré comme une espèce pathogène, elle possèdrait même un effet protecteur pour
l’hôte en fesant partie de la frlore normale de la peau, mais elle peut provoquer des
infections nosocomiales. S. aitretis fait partie de la flore normale de la voie nasale, de la
peau et des muqueuses de la peau, tandis que S. epidernzidis est un habitant normal de la
peau. On les distingue par leur pigmentation qui est jaune pour 5. aureus et blanche
pour S. epidermidis, le test de coagulase qui est positif pour S. azireus et négatif pour S.
epidermidis, la capacité de S. aureus à fermenter le mannitol et le test d’hémolyse sur
gélose sang qui est négatif pour S. epidermidis et positif pour $. aure us qui produit une
double hémolyse (ce qui distingue cette espèce de tous les autres StaphyÏococcus)
(Kloos et Schleifer, 1984; Gôtz, 2003; Todar. 2005).
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Le genre Streptococezis
Ce genre forme des coques à Gram positif se présentant en paire ou en chaîne
(due à la division cellulaire qui ne se fait que sur un plan) (surtout en milieu liquide),
habituellement non-mobiles et la majorité des espèces sont anaérobies facultatives. Ils
possèdent un métabolisme fennentaire, ont une réaction négative au test de catalase,
leurs exigences nutritionnelles sont complexes et variées et la température optimale de
ce genre se situe habituellement autour de 37°C. Les streptocoques sont d’abord classés
selon letir propriété hémolytique, i.e. quils soient capables dhémolvse béta, alpha ou
gamma. Pour les espèces groupables, celles-ci peuvent aussi être classées en 1$ groupes
antigéniques (A à H et K à T) dont la plupart sont basés sur les antigènes de paroi
(sérotypage de Lancefield). Les espèces non groupables sont principalement celles
constituant la flore oro-pharyngée normale ou Streptococcus viriclans et les
pneumocoques (Streptococcus pneuinoniae). En raison de leur nombre, on distingue les
espèces pathogènes des espèces commensales et saprophytes. Les Streptococcus
pathogènes comprennent t S. agaÏacticie (mammite chez les bovins et infection chez le
poissons), S. gctllolvticus (mammite chez les bovins et septicémies chez certains
oiseaux), S. canis (infection de la peau, surinfection des plaies, otite externe, pharyngite,
infection vaginale, etc. chez le chien et septicémie chez le chaton entre autres), S.
dysgaÏactiae sous-espèce equisirnilis (infection chez le chat, le chien. les cétacés, les
équidés, les porcs et les ruminants), £ equi sous-espèce equi (gounrie des équidés), S.
eqïti sous-espèce zooepidemictts (métrite, avortement, épididymite, infection ombilicale
et pneumonie suite à des infections virales ou stress chez le cheval, cervicite, métrite et
mammite chronique chez les bovins, pleurésie fibreuse, pneumonie et péricardite chez
l’agneau, mammite chez la chèvre, pneumonie et septicémie chez le phoque, arthrite,
avortement et septicémie chez le porc), S. iniae (abcès sous-cutanés chez le dauphin
d’eau douce et méningite et méningo-encéphalite chez le tilapia et la truite). S. ovis
(abcès et arthrite en association avec d’autres bactéries chez les ovins), S. phocae
(surinfections chez les mammifères marins), S. pnettmoniae (infection respiratoire chez
les ruminants et cheval), S. porcinus (lymphadénite cerviale et avortement chez le porc,
entérite et infertilité chez les bovins et ovins et mammite chez les bovins), S. suis
(méningite, septicémie, arthrite, encocardite, encéphalite. polysérotite, avortement,
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pneumonie et abcès chez le porc, les ruminants et le cheval), et finalement, S. uberis et
pctrauberis (principale cause de mammites chez les bovins, septicémie chez le veau,
porc et vison, encéphalite chez le porc et avortement chez les bovins et
équidés)(Wikipédia, 2005; Hardie, 1984; Higgins. 2003).
Le genre Vibrio
fait partie de la famille Vibrionaceae. Ce sont des bâtonnets à Gram négatif
droits ou courbés capables de fermentation et de respiration. Ils ne produisent pas
d’endospore ou de microcyste. Dans un milieu liquide, ils sont mobiles grâce au flagelle
polaire encapsulé mono- ou multitriche. Sctr milieu solide, ils peuvent exhiber une
flagellation mixte avec des flagelles additionnels péritriches non encapsulés plus courts
que le flagelle polaire encapsulé. Il est à noter que les flagelles latéraux sont nécessaires
pour le phénomène de «swarrning» utilisé dans la caractérisation de plusieurs espèces de
Vibrio. Anaérobies facultatifs, ils acidifient le D-glucose sans production de gaz. Tous
les Vibrio utilisent D-glucose, D-fructose, maltose et glycérol. La majorité des souches
sont oxydase positive et capable de réduire les nitrates. Tous poussent à 20°C et la
majorité sont capables de croître à 3 0°C. La croissance est stimulée par la présence
d’ions Na’ et la majorité des espèces ne peut pousser sans cet ion d’où le concept des
bactéries marines : bactéries qui nécessitent absolument du sodium pour croître car ce
dernier permet de conserver l’intégrité de la paroi cellulaire et est essentiel pour le
fonctionnement des systèmes de perméases impliqués dans l’absorption des acides
aminés, hydrates de carbone et autres éléments nécessaires à la croissance bactérienne.
Ils sont sensibles à l’agent vibriostatique 0/129 et à la novobiocine. Ils accumulent le
poly--hydroxybutyrate (PHB) comme réserve intracellulaire et la majorité sont lipase
positive et mannitol positif Sur milieu solide, les Vibrio forment des colonies blanches,
convexes, lisses, crémeuses à bordure entière. Certaines variations dans la morphologie
peuvent avoir lieu et les colonies apparaissent comme raboteuses et parfois «rugueuses»;
ces dernières semblent être attachées fermement au milieu et ne peuvent être
émulsionnées. Il est à noter que certains Vibrio sont capables de pigmentation: V
nigripitichritudo produit un pigment noir-bleu sur milieu minimal, V gazogenes produit
un piment rouge et V fischeri et V. Ïogei produisent un pigment jaune-orange associé à
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la cellule après une incubation de 3-4 jours sur milieu solide. De plus, certaines
souches de V. choÏerae, V harveyi. V spÏendidus. V fischeri et V Ïogei sont capables
«émettre une lumière de couleur bleu-vert, phénomène que l’on nomme
biolurninescence. Ils sont retrouvés dans les habitats aquatiques avec un large spectre de
salinité. Les Vibrio sont très communs dans les enviromiernents marins et les estuaires,
sur la surface et dans le contenu intestinal des animaux marins. Certaines espèces sont
retrouvées dans les habitats d’eau douce et plusieurs sont pathogènes pour l’homme, les
vertébrés et invertébrés marins (Baumann et Schubert, 1984; Baumann et cii., 1984;
Colwell, 1984; Larpent, 2000; Gibson, 1977; farmer III, 1992; farmer III et Hickrnan
Brenner, 1992: Euzéby, 2003).
Tests permettant la distinction des genres
(D’après les informations citées dans la section précédente)
Tout d’abord, les genres peuvent être distingués en deux grands groupes en se
basant sur la constitution de leur paroi par leur capacité ou non de retenir le cristal violet
lors de la coloration de Gram. Ainsi, les bactéries seront classées dans la catégorie des
Gram positif si elles réussissent à retenir le crystal violet et dans la catégorie des Gram
négatif si elles ne le peuvent pas. Ceci permet de séparer les genres BaciïÏzts.
Clostridium, Streptococcus et StaphyÏococczts des autres genres mentionnés
préalablement. Pour ce qui est des genres bactériens à Gram négatif, l’analyse du
métabolisme des sucres par le test en tube «Glucose 01F» (oxydation!fermentation)
permet de séparer les genres dits fermentaires des autres dits oxydatifs. Ainsi, les genres
Acinetobacter, Agrobacterizim, fiavobacterium, fusobacteriuni (anaérobe strict),
Moraxeila, Ochrobactruin. Pseudomoncis et ShewctneÏÏa peuvent être sous-classés dans
la catégorie des oxidatifs tandis que les genres Aeromonas, ceux faisant partie de la
famille des Enterobacteriaceae, PcistettreÏÏci et Vibrio seront sous-classés dans la
catégorie des fermentaires. Les membres de la famille des Aeromonadaceae se
distingue de ceux de la famille des Vibrionaceae par leur résistance à l’agent
vibriostatique 0/129, l’absence de flagelle polaire engainé, l’absence d’exigence en Na
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pour croître. l’incapacité de croître dans Veau peptonée avec 6% de NaC1 et
finalement, par son ADN qui possède un contenu supérieur en G+C se situant entre 57-
63 au lieu de 38-51 pour les Vibrionaceae. Les PasteureÏÏa se différencient des
Aeromonas / Vibrio par sa réaction de fermentation au test de TSI qui consiste plus en
un jaunissement qu’une acidification prononcée du milieu et parce qu’ils sont non-
mobiles. Les PastettreÏla se distinguent de l’espèce Aeronionas saïmonicida par le fait
que la majorité des PasteuretÏa est indole positive, qu’ils sont MacConkey négative et
non-hémolytiques et ne produisent pas le pigment brun soluble caractéristique des A.
saïmonicida. Les entérobactéries se distinguent de la branche des Aeromonadaceae,
Vibrionaceae et Pseudornonaceae par le test d’oxydase qui lui est négatif De plus, les
Enierobacteriaceae se distinguent des Vibrionaceae et Aeromonadciceae par le fait
qu’ils ne possèdent pas de flagelles polaires mais péritriches lorsqu’ils sont mobiles.
Les BctciÏÏus spp. se distinguent des bactéries déjà mentionnées par le fait que ce sont
des bactéries à Gram positif et le fait qu’ils soient capables de sporulation contrairement
aux LactobaciÏÏus. Les genres Clostridium et BaciÏÏus, qui sont tous les deux constitués
de bacilles à Gram positifs, se distinguent l’un de l’autre par le test de catalase qui est
généralement positif pour les Bacilitis et négatif pour les Clostridium. De plus. les
Clostridittm son capables de croître en anaérobie, avec production de spores, tandis que
les BaciÏlus en sont incapables. Les StapÏzylococcus spp. et les Streptococctis spp. se
distinguent des autres genres parce qu’ils possèdent une morphologie de coque et que
leur Gram est positif De plus, ils se différencient l’un de l’autre par le test de catalase
qui est positif pour les Staphylococcus spp. et négatif pour les Streptococcus spp. Les
PasteureÏÏa et les ActinobctciÏlus se ressemblent énormément et sont différenciés par les
tests de croissance sur MacConkey qui est négatif pour les PcisteureÏÏa (excepté P.
trehalosi et P. aerogenes) et d’indole qui est négatif pour tous les Actinobacillus et par
le caractère collant des colonies que forme ce dernier. De plus, les A. salmonicida, qui
sont aussi MacConkey positif, se distinguent des ActinobaciÏÏtis par le test d’uréase qui
est négatif pour A. salmonicicla et qu’ils ne produisent pas des colonies d’apparence
collantes caractéristiques aux A ctinobaciÏÏus (Euzéby, 2003). Les Flavobacterimn se
distinguent des autres genres par leur particularité à produire un pigment jaune à orange.
De plus, ils ne possèdent qu’un métabolisme oxydatif et sont non-mobiles. Les
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Acinetobacter se distinguent des entérobactéries par leur incapacité à croître en
anaérobiose et se distinguent des Moraxelta par le test d’oxydase qui est toujours négatif
pour les Acinetobacter et toujours positif pour les IvioraxeÏla. De plus, les ivloraxeÏÏa ont
pour particularité dêtre incapable de produire des acides à partir des sucres (annexes 13
et 14).
Maladies dejà connues affectant les mollusques
Le fait de cataloguer les maladies qui affectent les populations du pétoncle géant
(F. mageÏlanictts) est tout à fait récent. Ces maladies sont causées par différentes
catégories d’agresseurs comme les nématodes, les éponges et les virus. Puisque notre
projet est axé sur la découverte dun agent bactérien pour expliquer le phénomène de
mortalité massive, le prochain texte se concentrera sur les maladies causées par les
bactéries.
Maladies au Canada et d’intérêt régional
Maladie intracellulaire bactérienne des pétoncles
L’agent causal de la maladie est un procaryote intracellulaire encore non-
identifié, probablement un 4’Iycoptasma ou une mycobactérie et l’espèce hôte est le
pétoncle Fatinopecten yessoensis. Des études en laboratoire ont indiqué que l’agent
pathogène infecte les érythrocytes et que la pathologie est inversement dose dépendante
puisqu’une forte dose empêche l’apparition des symptôme par une mort trop rapide.
Des pétoncles inoculés de façon intramusculaire avec une forte concentration d’un
broyat de tissus provenant de pétoncles malades meurent habituellement d’infections
accablantes de deux à quatre semaines après l’injection. Ces infections aigus sont
souvent compliquées par des septicémies secondaires. L’injection de faibles
concentrations résultent en une période de prépatence de deux mois et la présence de
pustules rose-orangées jusqu’à dix millimètres de diamètre dans le muscle abducteur.
Cette maladie semble être associée au stress induit par des méthodes de culture des
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pétoncles inappropriées et aucun moyen de prévention ou de contrôle ne sont connus
(Bower, 199$).
Figure 2. Patinopecten yessoensis (coquille supérieure retirée) démontrant des signes typiques de maladie
bactérienne intracellulaire. Notez les dommages de «morsure» à la marge de la coquille (S) et le large
pustule (P) dans le centre du muscle abducteur.(Pêche et Océans Canada, 2001)
Abcès bactérien (Brown spot disease)
Cette maladie a été rapportée chez le pétoncle géant de l’Atlantique canadien et
de l’est des États-Unis. Il existe une faible prévalence de la maladie chez les pétoncles
géants sauvages dans les zones de faible salinité ou dans les estuaires du Canada
atlantique. Elle se manifeste sous la forme de larges taches brunes (abcès et nécrose)
dans les fibres musculaires ce qui affecte la capacité du mollusque à nager et se
refermer. L’agent causal n’a pas encore été déterminé et ce dernier ne semble pas être
très contagieux. D’ailleurs, une variété de bactéries ont été cultivées à partir des lésions
telles que des bactéries à Gram positif pléomorphes dans le Maine et des Vibrio et
Pseudomonas à partir de pétoncles géants du Golfe St-Laurent (McGladdery et aï.,
1993; Bower et al., 1994a; Pêches et Océans Canada, 2001; Bower et cil., 1994b).
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Maladies à signification négligeable au Canada
Chlamydiose
L’agent causal de la maladie affecte les larves et les jeunes pétoncles post
métamorphose de l’espèce Argopecten irradions, mais infecterait le diverticule digestif
de juvéniles plus âgés et d’adultes. L’agent pathogène provoque la rupture de
l’épithélium des glandes digestives causant le dysfonctionnement des procédés
métaboliques normaux à une période critique du développement et de la métamorphose
larvaire. Au niveau histologique, on observe des sphères amorphes basophiles dans les
cellules épithéliales des conduits et tubules digestifs. Puisque les infections aux
chlarnydies sont ubiquistes, elles ne peuvent être éradiquées. Le seul moyen qui existe
pour l’instant est de diminuer la concentration des populations dans un même système
d’élevage. Un tel cas de maladie fût rapporté dans une étude échelonnée sur 15 ans
portant sur les maladies affectant les pétoncles de baies sauvages et d’élevages de la côte
nord-est des États-Unis. Il en a été conclu que Fagent causal de la maladie était bel et
bien Chlamydia sp. et qu’il infectait les pétoncles du stade larvaire jusqu’au stade adulte.
De plus, puisqu’il existait une forte prévalence du procaryote chez les adultes sans qu’il
n’y ait d’augmentation du taux de mortalité, l’auteur en conclut que l’exposition à
l’agent est commune dans la nature et que les adultes ne sont que des porteurs sains
permettant la transmission de la maladie chez les larves durant la fraie puisque c’est
seulement ces dernières qui développent des signes cliniques et éventuellement la mort
(Bower, 1997; Leibovitz, 1989).
Maladies à organismes ressembLant aux Rickettsies et Chlamydies
Ce sont des procaryotes intracellulaires qui infectent, par endocytose, les cellules
épithéliales des branchies et de la glande digestive ce qui causerait des mortalités
massives. La maladie se transmet de génération en génération durant la fraie par
expulsion des corps élémentaires des diverticules digestifs et infectent celles des larves
en développement. Dans l’Atlantique canadien, ces microorganismes ont été retrouvés
chez le pétoncle géant et chez d’autres espèces de bivalves telles que les palourdes Mva
arencirici, les huîtres Crassostrect virginica et Ostrea eduÏis, les moules bleues MytiÏus
edidis et les pétoncles ChÏctmys isÏctndicus et Argopecten irradians. Or, aucun cas de
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mortalité massive n’a été recensé dans l’Atlantique canadien contrairement aux cas de
mortalités massives en Europe du pétoncle de mer Fecten maximus et ceux du pétoncle
de baie Argopecten irradians d’un élevage de l’est américain. Pour ce qui est des cas de
maladies aux rickettsies. un cas a été recensé dans la baie de Willapa dans l’état de
Washington où les spécimens de Tapes japonica et Pat inopecten yessoensis étaient
infectés au niveau des cellules épithéliales branchiales. Un autre cas a été reporté dans
l’estuaire Nianpique aux États-Unis chez le pétoncle de baie Argopecten irradians. Des
inclusions basophiles ont été retrouvées dans les cellules épithéliales du rein chez des
pétoncles de différentes générations ce qui provoquent la lyse des cellules hôtes pour
permettre le relâchement des rickettsies. Or, il semblerait que dans ces cas-là, le
phénomène ne provoque pas de réponse immunitaire de l’hôte exceptée une
inflammation des cellules épithéliales infectées tel que rapporté par Gulka (1983) d’une
infection aux rickettsies dans le pétoncle géant Placopecten mageÏÏanicus. Ils ont
suggéré que la myodégénération accompagnant l’infection causerait la mortalité massive
de la population du pétoncle géant, mais il s’avéra en fait que ces mortalités étaients
causées par d’autres facteurs environnementaux défavorables (McGladdery et aï., 1993;
Morrison et Shum, 1982; Morrison et Shum, 1983: Elston, 1986; Bower et aï., 1994a:
Gulka et al., 1983; Bower, 2004).
Nécrose bacillaire (bacillary necrosis)
Suite à une exposition de quatre ou cinq heures à l’agent pathogène, on observe
l’apparition de la maladie. Celle-ci provoque une réduction de la capacité de nager et
une nage anormale incluant des modèles de «flip-flop», renversés et de rotation rapide
(«spinning»), des modèles anormaux et une cessation de l’alimentation, et une tendance
pour plusieurs larves à être inactives avec le pied rudimentaire et le velum étendus dus
au détachement du muscle rétracteur. Des foyers discrets de «swarming» bactériens
apparaissent simultanément sur les larves. Ces «swarming» sont des signes de nécrose
bacillaire même si les larves semblent autrement tout à fait normales. Le «swarming»
devient de plus en plus dense et ubiquiste et après huit heures d’exposition à l’agent
pathogène, la mort accompagnée de nécrose granulaire est étendue à toute la population
de larves. Ati niveau histologique, on observe une forte invasion et prolifération
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bactérienne accompagnée d’une destruction cellulaire généralisée causée par la
libération d’exotoxines. L’agent causal de la maladie est un petit bâtonnet à Gram
négatif légèrement recourbé ou droit possédant une flagellation polaire monotriche dans
un milieu liquide. Les colonies qu’il produit sont lisses, blanchâtre à grises, plates à
convexes, translucides devenant opaques avec l’âge de la culture, entière et non
pigmentées. Les tests suivants sont négatifs : croissance sans NaC1, avec 8% NaCl, à
42°C, fermentation du lactose, du xylose, utilisation du citrate, LDC et ODC. Les tests
suivants sont positifs croissance avec 3% NaCl, avec 6% NaCI (variable), à 25°C, à
37°C (variable), fermentation du glucose, du sucrose, du maltose, hydrolyse de l’amidon,
oxydase, catalase (variable), lipase. ADC et liquéfaction de la gélatine. Cette bactérie
pathogène ferait partie de l’espèce I7ibrio aÏginoÏytictts. Vibrio tubiashil (avait été
autrefois identifié comme faisant parti de F espèce ListoneÏÏa angztiÏÏarum) et Vibrio sp.
Finalement, puisque les Vibrio sont ubiquistes, l’éradication est impossible. Ainsi, le
meilleur moyen de prévenir l’infection est d’avoir de bonnes conditions de culture et de
vérifier la qualité des algues et de l’eau fournies aux mollusques. (Euzéby, 2003; Bower
et ctl., 1994e; Tubiash et aï., 1965; Tubiash et aï., 1970; Elson et Leibovitz, 1980)
Aspect de ta maladie affectant te Pétoncle géant de la Basse Côte-Nord
La première caractéristique d’un pétoncle moribond est la rétraction de la frange
du manteau et un muscle faible qui laisse les coquilles du pétoncle constamment
entrouvertes. Les taux de mortalité enregistrés depuis 1993 ont parfois atteint 80% de la
population d’un gisement. Un taux élevé d’infection a été détecté à l’examen
histopathologique en 1993. Toutefois, celles-ci ne semblaient pas être liées aux
mortalités massives puisqu’elles avaient déjà été observées chez des pétoncles sur
d’autres gisements du Golfe St-Laurent et ne présentaient aucun impact majeur sur la
survie des populations.
Article 1
Bacteriological study ou the mass mortalities of tite sea scallop, Placopecten
magellan ictus
Cardin, S., Messier, S., Fortin. M., Fournier, M., Fortier, M., Uhiand. F.C.
Département de pathologie et de microbiologie.
Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal,
Case postale 5000, Saint-Hyacinthe, Québec, Canada, J2S 7C6
41
ABSTRACT
Since 1993, episodes of mass rnortality of the sea scallop PÏacopecten
magellaniczis have been recorded in the Lower North Shore, Quebec, Canada. Previous
studies conducted by Papatshe inc. were flot able to detenuine the cause of mortalities.
In the present study, bacteriological identification of the fora of healthy and moribund
juvenile sea scallops from the Lower North Shore and healthy juvenile sea scallops from
the Magdelan Islands was undertaken via biochernical tests, 16S rRNA sequencing and
gas chromatography. No significant statistical differences were found between fora of
healthy and moribund scallops of the Lower North Shore. but differences were noted
between fora of healthy scallops from the Magdelan Islands and the Lower North
Shore. Phagocytosis assays were then perfonned to determine the status of the immune
system of the scallops of Lower North Shore in comparison with scallops of the same
genetic lineage from Nova Scotia, where no cases of mass mortality have been reported.
Surprisingly, the percentages of phagocytosis were in general significantly higher in
Lower North Shore scallops than in Nova Scotia (P <0.0001) and significantly lower in
September than in August and October (P < 0.0001). There were no differences
between August and October (P = 0,11). The significance of these resuits is herein
discussed.
Keywords Mass mortality, scallop, Ptacopecten mageÏÏanictts, fora, phagocytosis.
Abbreviations:
ATCC : American Type Culture Collection
MB : Marine broth
MA Marine agar
PCR Polymerase chain reaction
ppt : parts per thousand
TSA : Tryptic soy agar
TSB : Tryptic soy broth
TSI Triple sugar iron
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INTRODUCTION
Over the last decades. aquaculture has been developing worldwide in a
phenomenal way. This industry represents an economic activity of several millions of
dollars for sorne countries like Canada, Japan, China. Chile and Peru (Dadswell, 2000).
Like other aquaculture sectors. it has also encountered some problems such as bacterial
and parasitic diseases just to name two. Among bacterial diseases known to afftict
canadian scallops. there are two categories: those of regional concem and those of
negligible significance. Intracellular bacterial disease and bacterial abscess lesions are
included in the first category whiÏe chlamydiosis, Rickettsia-like and Chktmydia-like
organisms and larval vibriosis are found in the second category. Intracellular bacterial
disease is caused by an unidentified intracellular prokaryote, possibÏy a MycopÏcisma or
mycobacterium. Visible symptoms include the development of pinkish-orange pustules
up to 10 mm in diameter in the soft tissues and possibly lack of growth and concholin
deposition in patches along the edge of the sheil (Bower, 1998). Bacterial abscess
lesions, aÏso known as brown spot, resuit ftom an infection by a Gram-positive bacteria
that can cause visible brown spots (abcesses) up to 3 mm in diameter on the abductor
muscle, making scallops unfit for the rnarket (Bower. 1994). Chlanwdiosis affects larval
and adult Argopecten irradians. In Iarvae and post metamorphic juveniles, it causes the
disruption of the digestive gland epithelia, causing dysfunction of normal metabolic
processes at a critical period of larval development and metarnorphosis, leading to an
eventual death. Aduit scallops are consider as carriers allowing the transmission of the
infection to larvae during the spawning period since only these will develop clinicaÏ
signs (Bower, 1997; Leibovitz, 1989). Rickettsia-like and Chlamydia-like organism
infections are intracellular prokaryote colonization, via endocytosis, of the epithelial
celis of the guis and digestive gland. This results in myodegeneration during the
spawning period by expulsion of the elementar bodies of the digestive diverticula
allowing transmission of the disease to larvae in development. It was once thought to
cause mass mortalities (Guika. 1983), but now they are only considered as infections.
usually of light intensity and not associated with disease (Bower. 2004). Larval
vibriosis, also called bacillary necrosis, can be noticed by a reduction of motility and
abnormal swirnming patterns, abnorrnal pattems of and ceasing of food intake, and a
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tendency for many larvae to lie with either their rudimentay foot or velum extended
due to the detachment of the retractor muscle (Tubiash, 1965; Elson and Leibovitz,
1980). These symptoms are associated with a systemic infection of the soft-tissues of
the larvae by Vibrio spp., resulting in tissue necrosis, due to production of an exotoxin
by the bacteria, ultirnately resulting in the death ofthe mollusc (Bower. 1996).
Since 1993, massive and seasonal mortalities have been recorded each year in
Lower North Shore, Quebec, Canada. Histological exams were donc but were unable to
identify the presence of a specific agent to explain the phenornenon. The research group
Papatshe inc. then conducted challenge tests with homogenates of moribund scallop
tissues. These were followed by virological and histological exarninations. Their
conclusions were that scallops from the Lower North Shore are (1) more susceptibles
to stress than scallops from Gaspésie and Magdelan Islands, (2) carriers of a pathogenic
agent of bacterial origin. (3) this pathogenic agent could not be identified by
conventionat histological methods and (4) to identif’ and characterise this pathogenic
agent, other techniques should be used including the identification of the normal
bacterial fora.
Based on these conclusions, we hypothesised that the cause of massive and
seasonal mortalities of the sea scallop Placopecten mageÏÏanicus recorded in Lower
North Shore is ofbacterial origin. To achieve the main goal, that is to identify the causal
agent, identification of the scallop’s normal fora will be donc which will be compared
to that of moribund scallops. The immune system will also be evaluated by
phagocytosis assays to determine if it has any implication in the problem.
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MATERIALS and METHODS
Placopecteit magettaitictis stocks. During the first year of bacteriological
identification, 50 healthy juvenile sea scallops were obtained from the PEC-Nord inc.
stocks grown in the Magdelan Islands in August, September and October. and for the
second year, a total of 20 healthy juvenile sea scallops and 20 moribund juveniles sea
scallops were obtained from the Lower North Shore’s Jacques Cartier Bay in September
and October. for the immunological tests, 45 juvenile sea scallops from Lower North
Shore and 45 juvenile sea scallops from Nova Scotia PEC-Nord stocks. derived from the
same genetic stock, obtained in August, September and October were tested.
Bacterial strains and growth conditions. Bacterial cultures were obtained from
tlnee sites in the sca!lop t the guis, the muscle and the digestive gland. These organs
were also aseptically rernoved and hornogenated together with a Stomacher 400
(Seward) for 60 seconds. A sterile swab inserted in the gills and digestive gland was
plated on two Marine Agar (MA) (BD, Oakville, ON., Canada). One of the plates was
incubated at room temperature in aerobic conditions for 4$-72 hours and the other one in
anaerobic conditions for one week. A sterile swab was inserted in the homogenized
material and plated on MA (BD) and incubated at room temperature and at 15°C (only
the second year) in aerobic conditions for 4$-72 hours and in anaerobic conditions for
one week. The swabs from the muscle were first enriched in Marine Broth (MB) (BD)
at room temperature in aerobic conditions for 48-72 hours and in anaerobic conditions
for one week and afterwards, they were grown on MA (BD) at room temperature in
aerobic conditions for 4$-72 hours and in anaerobic conditions for one week as
described by Withman (2004). Afier incubation, isolates were selected from primary
plates by colony appearance, color and shape. The isolates demonstrating similar traits
were collected once from each scallop. The selected isolates were purified by passage
on MA (BD) and grown in the sarne conditions as mentioned above. Afierwards, strains
were chosen on their resuits to the basic tests (Gram coloration, oxidase, catalase,
oxydative / fermentative metabolism and mobility) and stored at -70°C in tryptic soy
broth (TSB) (BD) with 15% glycerol (Fisher Scientific Company, Ottawa, ON, Canada)
until needed.
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Biochemical tests. Ail tests were done at room temperature (except for the
strains that were isolated at 15°C) and incubated for 48 hours. The strains isolated were
first tested for Gram stain, mobility, oxydative / fermentative metaboiism with Triple
Sugar Iron agar (Oxoid, Nepean, ON. Canada) supplemented with 2% NaC1 (v/v)
(fisher) (TSI+NaCI), oxydase with the Oxydase dryslide (Fisher) and catalase with one
drop of 3% peroxyde on a microscope siide. Afterwards, the strains from the first year
were, for a better identification. tested for NaCY tolerance with trypic soy agar (ISA
(already have 0,5% ofNaCl)) (ISA blood agar base (BD) + 5% sheep blood) and TSA +
8% NaC1 (v/v) (Fisher), for citrate degradation on Petri dish (Simrnon’s citrate medium
(Quélab, Montreal, QC, Canada)) inoculated with a replicator, for urea utilization on
Petri dish (Seakem ME agarose, Urea agar base (BD), 2% NaC1 (Fisher)) inoculated
with a replicator, for growth temparture on MA (BD) at room temperature, 35°C and
40°C, for resistance to the vibriostatic agent 0129 (150 tg disc, Oxoid) (onlv the strains
thought to be Vibrio or Aeromonc,s), for nitrate utilization (Nitrate broth (BD) + 2%
NaCI (v/v) (fisher)), for lysine (Lysine decarboxylase broth (BD)) and omithine
decarboxylase and arginine dihydrolase (Moelier decarboxyiae base (Quélab) + 2%
NaC1 (v/v) (Fisher) + 1% amino acid (BD)), for carbohydrates fermentation on Petri dish
(Phenol Red (ICNBiomedicals. Aurora, OH. USA)+ 15% Agar (v/v) (BD) + 2% NaC1
(v/v) (Fisher) + 1% carbohydrates (BD) (v/v) (exept salicin 0,5%)) inocuiated with a
replicator and for cabohydrate assimilation on Petri dish (Carbon Assimilation medium
(3.2% Agar (BD) + 1% carbohydrates (BD) (v/v) (exept salicin 0,5%) + 0,5% NaC1
(Fisher) + 0,1% NH4H2PO4 (Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA) + 0,1% K7HPO4 (Fisher)
+ 0,01% MgSO4 7H20, anhydrous (Fisher)) + 2% NaC1 (v/v) (Fisher)) inoculated with a
replicator. For ail the tests. the following control strains were used: Listonella
anguilÏarum 1 U1622-.00(A), EscÏierïchia cou ATCC 25922, KtebsieÏÏa pneumoniae
ATCC 13883, Vibrio alginoÏyticus, Vibrio parahaemoÏyticus ATCC 17802, Vibrio
vu1nfictis ATCC 33147, Yersinct ruckerii ATCC 27473. Stenotrophoinas mctÏtophilct
ATCC 13637, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Aeromonus’ sahnonicida ATCC
14174 and BordeteïÏa bronchisepticci ATCC 19395.
46
DNA extraction and PCR. The DNA extraction was done with the QIAarnp
DNA extraction kit and the QlAquick PCR purification kit was used for the purification
ofthe arnplified fragments. The primers used for the amplification were 27f and 519R.
Gas Cbromatography. Ail the samples were prepared for gas chromatography
as described in the MIDI inc. system general procedures manuat and processed on an HP
6890 Series GC System. Briefly, MB (BD) was inoculated from frozen strains in TBS
(BD) + 15% glycerol (Fisher) and incubated from 24 hours to three days at room
temperature in aerobic conditions. h vas then folÏowed by the inoculation of MA (BD)
incubated for 4$h in the presence and absence of oxygen. The remaining procedure
foltows the protocol as described by MIDI inc. system operating manual. Empty tubes
were used as negative control and a strain of Stenotrophomas maltophila ATCC 13637
as the positive control with each extraction.
Pliagocytosis. The hernolyrnph was obtained from the nonstriated muscle of 45
juvenile sea scallops from Lower North Shore and 45 juvenile sea scallops from Nova
Scotia using a 23g neeWe and 3cc syringe. The hemolymph was transfeiied to
FACSCAN vial and preserved on ice (Anderson, 1992). for each sample, ce!! counts
and evaluation ofviability was done with trypan blue diluted 1/10 with deionized water.
Celi concentrations were then adjusted to lx 106 celis/rnL with artificial sea water 32 ppt
(sea water saits (Instant Ocean, Aquarium Systems inc., Mentor, OH, USA)+ disti!led
sterile water). One hundred tL of hemolyrnph was placed in microplate well in
duplicate and fluorescent microbeads of 1,716 pin in diameter (Polysciences,
Washington, PA, USA, #17687-5) were added to obtain a ratio of 30 microbeads per
hernocyte. The microplate was centrifligated at 1250 rprn for 5 minutes at 4°C, to
increase contact between hemocytes and beads and to reduce celis aggregation (Auffret
and Oubella, 1997). The microplate was then incubated in complete darkness at room
temperature for 18 hours. Afier incubation, the supematant and non phagocytized beads
were eliminated by inversion. Two hundred tL of fixing solution (0,2% azide sodium
(Sigma-Aldrich, Oakvilie. ON, Canada) + 0,5% fornialdehyde (Sigma-Aldrich) + FACS
flow (BD)) was then added to each pellet and the fluorescence was read immediately
with the cytometer at 520 nm (Biaise, 2002).
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Statistics. for comparison of the fora of the healthy and moribond scallops
from the Lower North Shore. and with healthy scallops from Magdalen Islands, the
Cocbran-Mantel-Haenszel test was used at a 5% level of significance to determine if
there were statistical differences between the medians of the identifications found in the
fora and if those differences were caused by the site or the tirne of sampling. The Least
Square Mean was used to determine significant differences in phagocytic capacity
between sites and the lests of f ixed Effects was performed to detect interactions




In the moribund scallops of the Lower North Shore. we found eight different
bacterial types. Tey were in decreasing order of relative frequency : Vibrio,
PseudoaÏteromonas / Pseudomonas / Alteromonas and ShewaneÏÏa, Psvchrobctcter,
CoÏweÏÏia, marine bacteria, fÏavobacteritim and Psychromonas. As for the seven
bacterial types in the healthy scallops of Lower North Shore, the decreasing order of
relative frequency is : Vibrio. PseudoaÏteromoncts / Pseudomonas / Alteromonas,
Psvchrobacter, fÏctvobacterium and Shewanella, ColweÏÏict and marine bacteria. The
bacterial fora of rnoribunds scallops is composed of Gram negative fermentative rods
(46,38%) and of Gram negative oxidative rods (50,73%). As for the bacterial fora of
healthy scallops. the percentages are 52,24% and 46,27% respectively. No gram
positive organisms were isolated.
In the healthy scallops from the Magdalen Islands, 32 bacterial types were
recovered and the more important, in decreasing order of relative frequency, are: Vihrio
(35%), BctciÏtits (12,78%), Shewanella (10,56%), Roseobacter (5,56%), fÏavobacteritim
(including Cytophaga)(5%) and Marine bacterium (5%), and Uncultured
flavobacteriaceae / Bacteroidetes bacterium (4,45%). The other 24 bacterial types
identified were present in less then 2%.
Statistical comparison offiora compositions
Since the quantity of each strain was evaluated semi-quantitavely with an ordinal
scale, the medians were used, instead of the means, to evaluate the presence of a
significant statistical difference between moribund and healthy scallops. Because the
identifications Marine bacterium and Psychromonas were recovered infrequently during
this experiment they were not considered. No significant difference between the fora of




The linear model with the month and site as factors between subjects indicates a
significant effect of the site when ail the months are considered together (P < 0.000 1)
and a significant effect of the rnonth when ail the sites are considered together (P <
0.000 1). This means that the phagocytic activity for the scaiiops of the Lower North
Shore was higlier than for the scallops of Nova Scotia when ail rnonths are considered
together, and significantly lower in September than in August and October (P <0.0001).
There was no difference between August and October (P 0,11) when ail the sites are
considered together. Moreover, the statistical analyses showed a near significant
interaction between site and rnonth on phagocytic activity (P 0,08) indicating that
phagocytosis was significantly higher in Lower North Shore than in Nova Scotia
scallops in August (P = 0.0006) and October (P = 0,01) but not in September (P = 0,37).
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Discussion and conclusion
The main goal of this study was to identify the bacterial cause of the mass
mortalities of the giant scaÏlop Flacopecten mcigellanictts recorded in Lower North
Shore. To do so, we compared the bacterial fora of the healthy and moribund scallops.
Also, we evaÏuated the scallop’s immune system with phagocylosis assays in
microplates.
Bacterialfiora compositions
The sea scallop is an animal that feeds itself by water filtration and its digestive
system flora contains bacteria coming from sea water. the sediments and the continent.
In his study, Sakata (1989) stated that the general composition ofthe nomaÏ microflora
of the digestive tract of marine molluscs contained Vibrio and Fseudonzonas as the
predominant gender. Rariharan and cii.. (1995) discovered in their study that 76% of the
recovered bacteria of oysters and mussels were aerobic and 24% anaerobic. Moreover,
68% of the aerobic bacteria were Gram negative and they recovered the following
genders, by descending order of frequency: Vibrio. Aeromonas, Fseudomonas /
ShewaneÏla. Enterobacteriaceae. StaphyÏococcns spp., Bacilius spp. and Streptococctis
spp. In regards to the anaerobic bacteria, 72% were Gram positive and included, by
descending order of importance, Clostridium perfringens, Clostridium difficile,
Clostridium sporogenes, Bacteroides buccae, fusobacterium mortferu,n and
Clostridium bifermentctns. As for Otta and ctl. (2001), they determined the fora of
untreated sea water and concluded that Vibrio was the main gender followed by
Fseudomonas and Baciihis. The remainder of the fora was cornposed of Moraxelia,
Acinetobacter and Aeromonas. In its study on the detection of Vibrionaceae in mussels,
Croci’s team (2001) isolated, by descending order of importance, the genders Vibrio,
Aeromonas, Pseudomonas, fiavobacterium, Fasteureita and Ochrobactrum, and
Agrobacteritim. Moreover, Vihrio aiginolyticus followed by Aeromonas sabnonicida
and Aeromonas hydrophila/caviae were the species rnost frequently isolated in this
experiment. In their study, Waechter and ai. (2002) isotated three principal genders
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from moribund seed oysters Crctssostrea gigas: (1) strains related to the group
cytophage / flavobacterium, (2) strains related to the gender Agrobacterium, and (3)
strains related to Vibrio species.
As seen in the previous studies, in the present experiment, Vibrio is aiso the
dominant gender in the scallops of Lower North Shore and Magdelan Isiands. It is
interesting that no Gram-positive nor strict anaerobic bacteria were found in the scallops
of the Lower North Shore. contrary to what is described in the literature and the resuits
from the Magdelan Islands scallops, in wbich BadilÏtts was the second most important
genus. One of the reasons that could explain the absence of those types of
microorganism in Lower North Shore is the weak water and sedirnent contamination
with teiiestrial bacterium from human activities (agriculture, indutries, wasted water) or
ground erosion. Another possibiiity wouid be that the environmentai conditions
prevailing in Lower North Shore are flot suitable for the growth of this type of
microorganism. Moreover, no Aerornonas were isolated from the fora of the scallops of
the Lower North Shore and the Magdeian Isiands contrary to the studies of Sakata
(1989), Hariharan (1995), Dumontet (2000), Otta (200f) and Croci (2001). Even if it is
frequent to find this genus in the seafood, the water salinity prevaling in Lower North
Shore and the Magdelan Islands is perhaps too high to allow the growth of Aeromonas
sp. Indeed, this genus is unable to grow at sait concentrations as high as Vibrio sp.,
which require, for the majority, the presence of these saits to survive. Another
interesting fact is that the specie Roseobacter gaÏlaeciensis, known to be a probiotic for
scallop larvae (Ruiz-Ponte, 1999), is oniy found at the Magdelan Islands. It was shown
in vitro that R. gctllaeciensis was antagonistic to certain mollusc’ s pathogens such as
Vibrio spp and that this inhibitory effect was oniy dispiayed in the presence of the
pathogen. The authors thought that the antibacteriai activity of R. galÏaeciensis was
induced by a protein reieased by the pathogen. Also, the addition of R. gallaeciensis’
ceil extract in the larvai cuitural tanks significantly enhanced scailop larval survivai, thus
demonstrating its probiotic effect. Moreover. there are four tirnes less genera in the
Lower North Shore scaliops then in Magdelan Islands. This may be due to adverse
env ironrnental factors affecting bacteriai growth such as iower water temperature,
saiinity differences or the presence of pollutants. Converseiy, the presence of an
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important hurnan population may explain the large van ety of bacterial genera found in
Magdelan Islands.
If we compare the relative frequency, we would conclude that there is a
significant statistical difference between moribund and healthy scallops of Lower North
Shore for the genus Psychrobacter, ShewaneÏÏa and Vibrio. But those percentages only
consider presence or absence of the bacteria in the scallops without considering the
quantity. Since a semi-quantitative system was used, medians were compared to
detern-iine the presence ofa signfficant difference. No significant difference was found.
At this point we were unable to identify a specific bacterial agent as the cause of the
massive and seasonal mortalities of the sea scallop FÏctcopecten mageÏïanicus recorded
on the Lower North Shore.
PÏiagocytosis assays
Papathse inc. had concluded in their studies that scallops from the Lower North
Shore are more susceptible to stress than those from other geographical regions.
Stressors of various types have been shown to have an affect on phagocytic activity in
shellfish. In ouï study. the phagocytic activitv is generally higher in the scallops
originating from Lower North Shore as compared to those from Nova Scotia. It bas
been shown that the heterocytes of shellfish exposed to low concentrations of heavy
metals demonstrate an elevated phagocytic activity, whereas higher levels act in an
inhibitory manner (Sauvé, 2002; Cheng and Sullivan, 1984). A drop in phagocytic
activity was also observed during the month of September in both the Lower North
Shore and Nova Scotia sites. The reproduction period for shellfish in these regions takes
place from the middle of August to the rniddle of September and is generally recognized
as a dernanding physiological period. This indicates that this common stressor likeÏy
affects the scallops in the same manner, even though located in different regions. This
also supports the possible role of stress in the differences of phagocytic activity observed
between the two sites. It would be interesting to evaluate the phagocytic capacities ofthe
scallops over a one year period to detennine if the immune system of the scallops from
Lower North Shore is different from other sites and investigate its implication in the
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mass mortalities. A more exhaustive study of the culture environment would be
necessary to identify the factors responsible.
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Table I: Relative frequencv ofthe bctcterial tpesfound in hie ,noribund and heaÏthy
scalÏops ofLower North Shore.
Bacterial types Moribunds Healthy
Vibrio 40,6 49,3
Shewanella 20,3 4,5
PseudoaÏteromonas / Pseudomonas /Atteromoncts 20,3 19,4
Psychrobacter 8,7 17,9
CoÏweÏÏia 4.4 3,0
Marine bcicterittm 2.9 1.5
flavobacterium 1,5 4.5
Psvchromonas 1,5 0
Figure I Comparaison ofthe medians ofthe generafound in the moribund and healthy


















figure 2: Coinparison of phagocytic capctcities of scaÏÏops froin tue Lower North
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Discussion générale
L’objectif principal du présent projet était d’identifier l’agent causal d’origine
bactérienne des mortalités massives et saisonnières du pétoncle géant FÏacopecten
mageÏlanicus de la Basse Côte-Nord. Pour ce faire, nous avons comparé la flore des
pétoncles sains avec celle des pétoncles moribonds. Nous voulions aussi évaluer l’état
du système immunitaire des pétoncles à l’aide d’un test de phagocytose de billes de latex
fluorescentes en microplaque.
Flore bactérienne du pétoitcle géaitt
En comparant les flores décrites dans la littérature et celles des pétoncles de la
Basse Côte-Nord (BCN) et des Îles de la Madeleine (1M), nous remarquons quelques
faits intéressants. Tout d’abord, le genre dominant est le même, soit Vibrio. fait
surprenant, aucune bactérie à Gram positif ou anaérobie stricte n’a été récupérée à partir
des pétoncles de la BCN contrairement à certaines études précédentes (Hariharan, 1995;
Otta, 2001), tandis qu’aux 1M, le genre Bctcillzts est le second genre en importance. Une
des raisons qui pourrait expliquer l’absence des bactéries à Gram positif et anaérobies
strictes en BCN est qu’il n’y aurait pas ou très peu de contamination de l’eau et des
sédiments marins par des bactéries dites terrestres provenant de l’activité humaine
(agriculture,industries, eaux usées) ou de l’érosion des sols. Une autre possibilité serait
que les conditions environnementales prévalant en BCN sont défavorables à la
croissance de ce type de microorganisme. De plus. aucun Aero,nonas n’a été trouvé
dans les flores des pétoncles de la BCN et des 1M contrairement aux études de Sakata
(1989), Hariharan (1995), Dumontet (2000), Otta (2001) et Croci (2001). Même si on
retrouve fréquemment ce genre dans les fruits de mer, la salinité de l’eau en BCN et aux
1M serait peut-être trop élevée pour permettre la croissance des Aeromonas sp. En effet,
ce genre ne croît pas à des concentrations en sels aussi élevées que les Vibrio sp., qui
nécessitent, pour la plupart, la présence de ces sels potir survivre. Autre fait intéressant,
l’espèce Roseobctcter gatlaeciensis, dont les propriétés probiotiques pour les larves de
pétoncles ont déjà été prouvées (Ruiz-Ponte, 1999). n’est retrouvée quaux 1M. En effet,
il a été démontré in vitro que R. gallaeciensis produisait une molécule qui inhibait la
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croissance de plusieurs bactéries pathogènes. dont les Vibiio sp. Le relâchement de
cette molécule ne se faisait qu’en présence de la bactérie pathogène car il serait induit
par la présence d’une protéine dans le milieu relarguée par la bactérie pathogène. De
plus, l’ajout d’extrait cellulaire de R. galtcteciensis dans les bassins de culture des larves
de pétoncle a significativement amélioré la survie de ces dernières, prouvant l’effet
probiotique. On retrouve quatre fois moins de types bactériens en BCN qu’aux 1M,
probablement dû à la présence d’une plus faible population humaine ou encore à des
facteurs environnementaux défavorables tels qu’une température de Veau plus froide,
une salinité moins adéquate ou la présence de polluants.
Si nous comparons les pourcentages de fréquence des types bactériens retrouvés
chez les pétoncles sains et moribonds de la BCN, nous pourrions conclure qu’il y a
certainement une différence statistiquement significative pour les genres Psychrobacter,
Shewanellct et Vibrio. Or, ces pourcentages ne considèrent que la présence ou l’absence
du type bactérien dans les spécimens sans tenir compte de la quantité. Puisque nous
avons utilisé un système semi-quantitatif (1 + à 4+) pour quantifier chaque de type
bactérien, nous avons utilisé les médianes et leurs interquatÏiles pour comparer les flores
des pétoncles sains et moribonds de la BCN et si le temps d’échantillonnage avait un
effet quelconque sur celles-ci. Premièrement, aucune différence statistiquement
significative n’a pu être établie entre les flores des pétoncles sains et moribonds de la
BCN suite aux tests de Cochran-Mantel-Haenszel. De façon générale, nous retrouvons
les mêmes isolats dans les branchies, les glandes digestives et les broyats ce qui nous
permettrait de n’échantillonner que les branchies pour obtenir la flore totale sans
sacrifier t’animai. De plus, le temps d’échantillonnage ne semble pas influencer les
flores des pétoncles de façon positive ou négative soit en augmentant ou diminuant le
nombre de types bactériens ou encore en augmentant ou diminuant la quantité de
bactérie et de façon générale. nous retrouvons les mêmes isolats lorsqu’incuber à 15°C
et température pièce.
Phagoytose
Tout d’abord, les pourcentages de phagocytose sont. de façon générale, plus
élevés chez les pétoncles de la BCN que ceux de la Nouvelle-Écosse (NE). De plus,
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tandis que les pourcentages oscillaient autour des 25-30% aux mois d’août et octobre,
nous avons observé une chute abrupte de ces derniers en septembre pour les deux sites.
Le fait que les hémocytes des pétoncles de la BCN soient plus actifs que ceux provenant
de la NE ne peut être expliqué par un facteur génétique puisque tous les pétoncles sont
de la même lignée. Il se pourrait que les pétoncles de la BCN aient à faire face à un plus
grand nombre de facteurs stressant, ce qui accréditerait notre hypothèse sur la présence
de facteurs environnementaux défavorables. Ce facteur provoquerait un stress qui se
traduirait, exceptionnellement. par une augmentation de la phagocytose. Dai1leurs. il a
été démontré que la présence de polluants métalliques (cobalt (Co). chrome (Cr), cuivre
(Cu), fer (Fe), mercure (Hg), étain (Sn) et zinc (Zn)) à faibles concentrations stimule la
phagocytose au lieu de l’inhiber (Sauvé, 2002; Cheng et Sullivan, 1984; Biaise; 2002).
Malheureusement, nous n’avons pas eu la chance de faire des analyses de l’eau et des
sédiments pour confirmer cette hypothèse. Pour ce qui est de la chute des pourcentages
de phagocytose enregistrée aux deux sites, elle pourrait être due au stress induit par la
ponte qui a lieu de mi-août à mi-septembre car la ponte est reconnue comme un énorme
stress qui provoque une réduction de l’activité phagocytaire et permet l’émergence de
maladies opportunistes. Or, puisque nos essais ne se sont fait que sur une période de
trois mois, nous ne pouvons affirmer que ce phénomène est ponctuel ou réculTent. Ceci
démontre que ce stress commun affecte de la même manière les pétoncles même s’ils
sont localisés à deux sites différents. Ceci permet aussi de supporter l’hypothèse sur le
rôle possible d’un facteur stresant dans les différences observées entre les deux sites
pour ce qui est de l’activité phagocitaire.
Élaboration d’un protocole pour l’identUïcation des bactéries retrouvées chez les
mollusques
Récupération et isolement
Dans le présent projet, la récupération des bactéries s’est faite en se basant sur la
méthode décrite dans le manuel «Methods fr the inicrobiologicctÏ examination offish
and sheÏfish» (Austin et Austin, 1989), à l’aide de cotons-tiges stériles directement
plantés dans les organes (branches, glandes digestives et broyats fonriés des branchies,
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glandes digestives et muscles) à échantillonner. Les écouvillons ont ensuite servi à
ensemencer directement les géloses. Pour les muscles, les cotons-tiges ont «abord servi
à ensemencer des bouillons puisque le nombre de bactéries s’y trouvant serait
vraisemblablement faible. Cette technique ftt utilisée car elle semblait la plus efficace
pour sa rapidité et sa simplicité. Le fait de broyer chaque organe pour ensuite utiliser cet
hornogénat pour ensemencer les géloses aurait peut-être permis une meilleure récolte de
l’ensemble des bactéries, mais lorsque nous constatons à partir de quels organes les
différents isolats ont été récupérés (données non fournies), nous pouvons remarquer que
les isolats retrouvés dans les broyats se retrouvent aussi dans les branchies et / ou les
glandes digestives. Ainsi, seules les branchies ou les glandes digestives auraient pu être
échantillonnées ce qui aurait pennis d’économiser de temps et du matériel tout en
obtenant un aussi bon aperçu de la flore bactérienne. Pour ce qui est du milieu de
croissance en gélose, puisque nous nous attendions à obtenir autant des bactéries dites
marines que des contaminants terrestres, nous avons «abord testé trois milieux solides
pour déterminer lequel permettrait la meilleure croissance mais surtout la pius variée
possible. Ainsi, les milieux gélose sang, gélose sang avec 2% NaC1 et Marine Agar
2216 (MA) (BD), qui semblait le milieu le plus complet en électrolytes et le milieu le
plus souvent cités dans la littérature concernant la récupération de bactéries marines,
furent testés en aérobiose et anaérobiose. Puisque la moitié des bactéries isolées
poussaient sur MA mais non sur gélose sang avec 2% NaC1, le milieu MA fût donc
sélectionné comme milieu de croissance. Pour ce qui est de la température d’incubation,
nous avons opté pour une température approximative de 22°C (température pièce)
puisque cette température convenait à la majorité des bactéries qui auraient pu être
isolées (Buller, 2004). Lincubation à 15°C fût aussi testée lors des échantillonnages
quatre et cinq afin de vérifier si d’autres genres ou espèces de bactérie auraient pus être
récupérés à cette température et non à température pièce. À une ou deux exceptions près
(Psvchromonas et souche identifiée comme Vibrio). toutes les bactéries isolées à 15°C le
furent aussi à température pièce. Ainsi, en se basant sur nos observations, Fincubation
devrait se faire à 15°C pour sassurer de récupérer tous les isolats dans le cas d’étude
générale de la flore, tandis que l’incubation à température pièce pourrait être utilisée
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pour la recherche spécifique de certains genres puisque cette température permettait
d’obtenir des colonies de taille plus grande pour le même temps d’incubation.
Identification des souches récupérées
Puisque nous nous attendions à récupérer majoritairement des Vibrio spp. mais
aussi des Aeromonas. des Psezidomoncts, des StaphyÏococcus. des Streptocoecus, des
Entérobactéries, des ShewaneÏÏa, des FÏavobcicterizun. etc., nous avons commencé avec
les tests d’identification au genre généralement utilisés soit la coloration de Gram, les
tests d’oxydase et de catalase, le métabolisme fermentatif ou oxidatif via le milieu TSI et
la mobilité en milieu Gillies. Or, puisque le milieu Gillies est semi-solide, les souches
dites oxidatives ne pouvaient croître qu’à la surface du tube et donc induire de faux-
négatifs. Ainsi, nous avons dû opter pour une autre méthode pour évaluer la mobilité,
soit la goutte suspendue. Par la suite, des tests en tubes et sur géloses ensemencées à
l’aide d’un réplicateur ont été effectués en se basant sur les différents tableaux
d’identification retrouvés dans la littérature. Tous les milieux ont été supplémentés avec
2% NaCl pour permettre une meilleure croissance et réduire le nombre de faux-négatif.
Pour le test de croissance en présence de l’agent vibriostatique 0129 (150 tg). au lieu de
faire un tapis bactérien, nous avons fait des stries au travers desquelles nous déposions
les disques, tel que recommandé par Withman (2004), mais ces stries étaient difficiles à
évaluer. Ceci pourrait expliquer pourquoi nous avons obtenu autant de faux positifs soit
une identification comme Aeromonas au lieu de Vibrio. Ainsi, il serait préférable de
faire un vrai tapis bactérien, tel qu’utilisé pour les antibiogrammes, pour diminuer les
erreurs d’interprétation. Pour ce qui est du test de Voges-Proskauer, il fût éliminé des
tests à utiliser pour l’identification générale puisqu’il était toujours négatif Ce test ne
devrait être utilisé que pour confirmer une identification obtenue avec les autres tests.
Pour l’utilisation des hydrates de carbone, les résultats furent très peu concluants, surtout
pour les Vibrio, puisque dans certains cas il était difficile de déterminer si le test était
positif ou négatif. De manière conventionnelle, le milieu aurait dû être déposé en pente
dans un tube et c’est peut-être pourquoi la technique sur gélose que nous avons testée
n’a pas vraiment fonctionnée ou encore, le fait d’utiliser un réplicateur pour
l’ensemencement ne permettait pas d’obtenir un assez grand inoculum pour permettre
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une bonne croissance et donc. une bonne lecture. Ainsi, la technique du milieu
Assimilation de Carbone sur gélose pourrait quand même être utilisée mais avec un
ensemencement par stries avec un coton-tige pour obtenir une meilleure croissance.
Utilisation des autres outils diagnostiques
Pour notre part, nous avons dabord sélectionné des souches représentatives
(environ I $0) de l’ensemble des inconnus congelés pour faire leur séquençage ce qui
permettrait par la suite de bâtir une banque de données de référence pour la
chromatographie en phase gazeuse. Puisque les souches étaient conservées dans du TBS
avec 15% de glycérol, nous avons dû faire quelques lavages préalables pour éliminer le
glycérol car ce dernier est inhibiteur pour l’amplification. Pour ce qui est du rendement
de l’amplification, sur les 180 souches choisies, une cinquantaine n’ont pas pu être
amplifiées même si des étapes supplémentaires ont été effectuées pour obtenir une
meilleure extraction. Aucune bande sur les gels d’agarose nest apparue ce qui aurait
indiqué la présence du matériel génétique. Pour ce qui est du séquençage de l’ARNr
16S, pour certaines souches celui-ci n’a pas réussi à bâtir de bonnes séquences ou de
séquences assez longues pour permettre une identification avec la banque de données
retrouvée sur le site de NCBI. Nous ne pouvons expliquer ce rendement douteux car
malgré que les souches soient dorigine environnementale, ces techniques ont déjà très
bien fonctionné pour des souches du même type. De plus, pour certaines souches, le
séquençage ne permettait pas de différencier plusieurs résultats d’identification pour le
même inconnu ou encore n’était pas capable d’identifier à Fespèce et même dans
certains cas à la famille et au genre. Dans Failicle de Paillard et aÏ. (2004), il est stipulé
que l’analyse des séquences dADNr SSU, utilisant des gènes codant pour des protéines,
aurait plusieurs avantages sur l’ARNr tels que des niveaux plus élevés de variation
séquentielle permettant la différentiation de souches fortement apparentées tandis que
l’habileté de traduire l’ADN en séquences de protéine permet lanalyse phylogénétique
de souches très peu apparentées et aussi des alignements de séquences plus précis. De
plus, puisque des protéines telles que IADN gyrase B et te facteur sigma 70 sont
ubiquistes puisquelles sont essentielles à la croissance des bactéries, elles évoluent
beaucoup plus rapidement que l’ADNr et fournissent des résolutions plus élevées que
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l’utilisation de séquences d’ADNr 16S. Ainsi, l’titilisation des séquences de gènes
codant pour des protéines au lieu de l’ARNr 16S nous aurait probablement permis
d’obtenir un meilleur taux d’identification mais pas nécessairement d’amplification.
Lorsque nous avons obtenu les résultats des séquençages, nous avons analysé
toutes nos souches congelées par la chromatographie en phase gazeuse en notant
l’identification des souches qui avaient été séquencées. Ceci nous permit d’établir une
banque de données pour les souches environnementales et un dendogramme pour
l’identification de l’ensemble des souches conservées. Sur les 500 souches congelées,
seulement une dizaine n’ont pas pu être identifiées car trop peu apparentées aux autres
souches. L’utilisation combinée de ces deux techniques nous a permis d’évaluer de
façon semi-quantitative la composition bactériologique de la flore des différents organes
et spécimens à moindre coût qu’un séquençage de l’ensemble de souches qui ne nous
aurait pas nécessairement permis d’obtenir de meilleures identifications. (Voir protocole
en annexe 12)
Conclusions
L’identification et la comparaison des flores bactériennes des pétoncles géants
sains et moribonds de la Basse Côte-Nord ne nous a pas permis de déterminer un agent
causal bactérien pour expliquer les mortalités massives et saisonnières enregistrées dans
la région.
Nous avons observé que les flores des pétoncles sains et moribonds de la Basse
Côte-Nord étaient similaires et que la date à laquelle l’échantillonnage se faisait ne
modifiait en rien leurs compositions. Nous avons aussi remarqué que la flore
bactérienne des pétoncles provenant des Îles de la Madeleine était beaucoup plus
diversifiée dû probablement à un environnement plus favorable à cette diversification.
Les informations obtenues sur la composition de la flore bactérienne et les techniques
utilisées pour l’identification de cette dernière permettront l’établissement éventuel d’un
protocole pour les laboratoires de diagnostic qui travailleront avec des spécimens
provenant des industries maricoles. De plus, la composition bactérienne aux différents
sites permettra d’utiliser le pétoncle géant comme outil de surveillance de pollution
aquatique de toute origine (fécale ou métallique) dûe à l’activité humaine.
L’évaluation de l’état de santé du système immunitaire des pétoncles via la
phagocytose en microplaque a permis d’établir que les pétoncles de la Basse Côte-Nord
avaient un pourcentage de phagocytose plus élevé que ceux de la Nouvelle-Écosse. Tel
que discuté précédemment. ceci pourrait être dû à la présence de polltiants métalliques
qui, au lieu d’inhiber l’activité phagocytaire, augmente la phagocytose lorsque présents
en faibles concentrations. De plus, une forte baisse des pourcentages a été observée aux
deux sites au mois de septembre qui pourrait s’expliquer par le stress induit par la ponte
qui a lieu dans cette période de l’aimée. Or, le fait que l’évaluation se soit faite que sur
trois mois ne permet pas d’affirmer que cette chute est un phénomène ponctuel ou
récurrent. La surveillance des capacités de phagocytose sur une année pourrait servir
pour l’éventuelle utilisation du pétoncle géant dans la détection de facteurs
environnementaux stressant tel que la pollution de l’eau ou encore dans l’évaluation de
l’efficacité d’un processus de décontamination en observant une augmentation de la
phagocytose dans le temps.
6$
L’incapacité de trouver un agent bactérien comme cause des mortalités et
l’observation d’une phagocytose plus élevée exigent la détermination et Fétude des
différentes sources de stress qui pourraient causer les mortalités massives. De plus,
puisque l’espèce Roseobacter gaÏtaeciensis, reconnue comme étant un probiotique, nest
présente seulement qu’aux Îles de la Madeleine, il serait intéressant d’évaluer le
potentiel de l’ensemencement des eaux de culture des larves et des pétoncles juvéniles
sur le rendement final de la production.
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Annexe 3 : Clef d’identification préliminaire des Vibrioiiaceae
(CoiwelI, 1984)
TCBSogor or other medium
Gelatin ogors conlaining 0% ond 3% NaCI.
I
1
Growth without NoCL No growth wthout NoCL
Cxi se Qxdose
I I
I I I I
0/129 selsitivity (150g);nitrote reducon; AI.O Luminscence AO
0/1295
nitrote n:trote — Photobocierium V. gozogenes
A,Ld;O phosphoreum
Vibrio meischnikovii
I I I I I J 1
011295 0/129 S 0/129 S 0/129 R A-;t+;O+ A-L÷,Q- A;1;0 A+;L-;O—
A-;L+,O+ A÷;L+;O÷ A4;L+;O- A+,Ld;O I I I
i i e e V. aiginolyticus V compbelIii V angulllorum II V. onguiliarum I
V. chol.rae Posiomonas V. proteolyticus Aeromonas V horveyl V. fischeri V natriegens V. costicolo
shigefloides spp. V porohoemolyticus V iogei V. nigripuichritudo V f kiviolis I& 11
V. vuinificus V. marinus V. pelagius I & II V. nereis
V spiendidus II V spi endidus I
P. angustum
P Ieiognathi
Scheme for preliminary identification of species of the Vibrionaceac where ALO: arginine
dihydrolase, lysine decarboxylase, ornithïne decarboxylase; 0/129 2, 4-diamino- 6. 7-diisopropylpteridïne


















































Annexe 5 Clef d’identification basée sur les résultats des tests d’arginine dihydrolase,
ornithine et lysine décarboxylases
(Alsina et Blanch, 1994)
1+ -t •1OfNifII,s
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Annexe 6 : Clef d’identification basée sur les résultats des tests d’arginine dihydrolase,
ornithine et lysine décarboxylases


































Fig. 2 fa) Tdenrification key for duster A+/L+/0+.
(b) Identification key for cluster A+/L +10—. Threshold
exceptions: the mannîrol acid and indole test have thresholds of















Annexe 7 : Clef d’identification basée sur les résultats des tests d’arginine dihydrolase,
ornithine et lysine décarboxylases























Fig. 3 Identification key for ctuster A±/L—/0—. Threshold
exceptions; the indole test lias thrcsholds of 80% (positIve) for
Phenon 14, Vibrio anguittarum. Vjluviatzs, V. nereis and 20%
(negarive) for V.furnissii and V. mctschnikovii. The gelatiriase test
h55 threshotds of 80% (positive) for V. furnissii and
Photobacgrrium angustum. The arabinose acid test lias thre;ho1d of
80% (positive) for V. anguillarum. The resistance to 0/129 10
pg test has threshold oU 20% (negative) for P. angusrum The
growrh at 45C test has threshod of 20% (negacive) for Vibrie
‘tercîs. The growth at 0% NaCI test bas threshold of 20’Y0
(negative) for V. anguittarum. The growth se 6% NaCI test has
threshotd oU 50% (positive) for V. metschnikouii
xx
Annexe 8 Clef d’identification basée sur tes résultats des tests d’arginine dihydrolase,
ornithine et lysine décarboxylases


























































Fig. 4 ta) Identification key for cluster A—jl+/O+.
(b) Identification key for cluster A—/L+/O—. Threshold
exceptions: the growth at 8°/ NaCI test has threshod of :80%
(positive) for Vibrio harveyi. The indole test has threshold of
80% (positive) for V. campbctlii
xxi
Annexe 9 : Clef d’identification basée sur les résultats des tests d’arginine dihydrolase,
ornithine et lysine décarboxylases
(Alsina et Blanch, 1994)



















— V. spiendidus II































I ‘ V. nigrapu!chritudo
+ I
.0! 5)
‘5 V. pelagius II
2 I.i:_ —(3
01 + V campballii
o
FIg 5 Identification key for cluster A—/L—/O—. Thrcshotd
exceptions: the indote test bas threshold of $0% (potitive) and
of 20% (negative) for Vibrio campbettii and V. me;schnikovii
respcctivcty. The nitrate reduction test lias threshotd of 80%
(positive) and of 20% (negative) for V. campbet!iiand V. ordalii
respectively. The gelatinase test has thresholds of 80Yo
(positive) for V. narriegens. The c—ketoglutarate cs test bas
























































































































































































































































































































































































Annexe 12 : Protocole de récupération et d’identification de la flore bactérienne du
pétoncle géant Placopecten magellanicus
Isolation
1- Réception des spécimens et dissection aseptique en ne touchant pas à la coquille avec la lame
stérile du scalpel.
2- Écouvillonnage des branchies et bu glande digestive et ensemencement en 4 cadrans de deux
(2) géloses Marine Agar (MA) pour chaque organe.
3- Placer une (1) gélose de chaque échantillon en anaérobie et l’autre en aérobie. Incuber à
température pièce durant 2-3 jours en aérobie et une (1) semaine en anaérobie.
4- Pour chaque gélose, isoler sur une autre gélose MA chaque souche qui semble différente et en
définir la quantité à l’aide du système 1+, 2+, 3± et 4+. Incuber à t.p. durant 2-3 jours en
aérobie et 7jours en anaérobie.
5- Pour chaque isolat en anaérobiose, tester l’anaérobie strict et faire une coloration de Gram
pour congeler les inconnus qui semblent être différents dans du TBS avec 15% de glycérol.
Identjfication
D’après ce que nous avons identifié, nous pouvons nous attendre à recueillir ces genres
Coïwellia, Ftavobacteriatrn, Actinobacittus, Pse ttdoalteronionas, Pse udornonas, A lteromoncts,
Shewanella, Vibrio, BacitÏus, ytophagct, fusobacterium, Roseobacter et TenacibacuÏztm en plus
de ceux déjà listés dans la littérature.
6- Pour chaque isolat, faire une coloration de Gram, les tests d’oxydase et de catalase, de
mobilité par la goutte suspendue et du type de métabolisme (oxydatif/fermentaire) en
ensemençant un tube TSI incubé a t.p. et vérifier à 48 heures et à 4-7 jours pour les bactéries à
croissances lentes.
7- Se fier aux clefs en annexes 13-14 pour le reste de Fidentification au genre. (Les II signifie
qu’il manque une information pour placer le genre dans le bon résultat au test)
*pj le test de résistance à l’agent vibriostatisque 0/129 (150 tag), on produit un tapis bactérien
avec la souche à tester et on y appose le disque au centre et incube le tout à température pièce
durant 24-48h.
xxv
*Le test d’exigence de Na pour croître consiste à vérifier si la souche pousse après 4$h
d’incubation en absence de Na sur milieu TSA (contient 0,5% de Na) et en présence de Na sur
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